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PATENT COOPERATION TRbATY 

From the INTERNATIONAL BUREAU 


PCT 

NOTIFICATION CONCERNING 
DOCUMENT TRANSMITTED 

To: 

United States Patent and Trademark 
Office 

wasnington, u.u. 

in its capacity as elected Office 

Date of mailing: 

07 January 1994(07.01.94) 


International application No.: 

PCT/EP92/02775 

International filing date: 

01 December 1992 (01.12.92) 

Applicant: 

DIAGEN INSTITUT FUR MOLEKULARBIOLOGISCHE DIAGNOSTIK GMBH et al 


The International Bureau transmits herewith the following documents and number thereof: 

copy of the international preliminary examination report (Article 36(3)(a)) 


The International Bureau of W1PO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorised officer: 

B. Fitzgerald 

Telephone No.: (41-22) 730.91.11 


Form PCT/IB/310 (July 1992) 


000342450 
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To: 

NOTIFICATION OF ELECTION 


(PCT Rule 61 2) 

United States Patent and Trademark 

Office 


Washington, u.u. 

Date of mailing: 


07 August 1993 (07.08.93) 

in its capacity as elected Office 

International application No.: 

Applicant's or agent's file reference: 

PCT/EP92/02775 

921791wolMe/kk 

International filing date: 

Priority date: 

01 December 1992 (01.12.92) 

02 December 1991 (02.12.91) 

Applicant: 


COLPAN, Metin 


1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

|~X"| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

01 July 1993 (01.07.93) 

| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 

2. The election |~X"| was 


| | was not 


made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 

Rule 32.2(b). 
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The International Bureau of WIPO 


34, chemin des Colombettes 


1211 Geneva 20, Switzerland 

C. Combaz 

Facsimile No.: (41-22)740.14.35 

Telephone No.: (41-22)730.91.11 
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From the INTERNATIONAL BUREAU 


PCT 

To: 1 

NOTIFICATION OF THE RECORDING 
OF A CHANGE 

(PCT Rule 92bis.\ and 
Administrative Instructions, Section 422) 

MTTVTTPC Panc-Wl 1 hp 1 m 
X £j l\D ; nails nxxuc im 

Deichmannhaus am Hauptbahnhof 

D-5000 K81n 1 

ALLEMAGNE 

Date ot mailing 

(dayimonuvyean 31 May 1994(31.05.94) 


Applicant's or agent's file reference 
9217 91wolMe/kk 

IMPORTANT NOTIFICATION 

International application No. 
PCT/EP92/02775 

International filing date 

(dayimonthlyear) Q1 December 1992(01.12.92 


1. The tbllowing indications appeared on record concerning: 

PT] the applicant Q the inventor Q the agent 


□ ih 


e common representative - 


Name and Address 

DIAGEN INSTITUT FOR MOLEKULARBIOLOGISCHE 

DIAGNOSTIK GMBH 

Max-Volmer-Strasse 4 

D-4010 Hilden 

Germany 


State of Nationality 
DE 


State of Residence 
DE 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
□ the person [7] the name Q the address Q the nationality Q the residence 


Name and Address 
QIAGEN GMBH 


State of Nationality 


State of Residence 


Telephone No. 


Facsimile No. 


Teleprinter No. 


3. Further observations, if necessary: 


A copy of this notification has been sent to: 
(x"| ihe receiving Office 
[~[ the International Searching Authority 
Q the International Preliminary Examining Authority 

The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No. (41-22)740.14.33 
Form PCT/TB/306 (July 1992) 


the designated Offices concerned 
[X*| the elected Offices concerned 
[~j other 

Authorized officer 

L. Schwarz 
Telephone No. f 4 U221 73031.1 1 


ftvKSg W 


Fa 03 


21. JUNI199'3 


NOTICE INF 
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WO 93/11221 
PCT/EP92/02775 


From the INTERNATIONAL BUREAU 


PCT 


FORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

(PCT Rule 47.1(c), first sentence) 


Date of mailing: 

10 June 1993 (10.06.93) 


To: 


MEYERS, Hans-Wilhelm 
Deichmannhaus am Hauptbahnhof 
D-5000 Koln 1 
ALLEMAGNE 
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Applicant's or agent's file reference: 

921791wolMe/kk 

IMPORTANT NOTICE 

International application No.: 
PCT/EP92/02775 

International filing date: 

01 December 1992 (01.12.92) 

Priority date: 

02 December 1991 (02.12.91) 

Applicant: 

DIAGEN INSTITUT FUR MOLEKULARBIOLOGISCHE DIAGNOSTIK GMBH et al 


1. Notice is hereby given that the International Bureau has communicated, as provided in Article 20, the international application 
to the following designated Offices on the date indicated above as the date of mailing of this Notice: 

EP,JP,US 

2. In accordance with Rule 47.1(c), third sentence, each designated Office will accept the present Notice as conclusive evidence 
that the communication of the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no 
copy of the international application is required to be furnished by the applicant to the designated Offices. 

3. Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 
10 June 1993 (10.06.93) under No. WO 93/1 1221 

REMINDER REGARDING CHAPTER II (Article 31(2)(a) and Rule 54.2) 

If the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from the 
priority date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent International 
Preliminary Examining Authority before the expiration of 19 months from the priority date. 

It is the applicant's sole responsibility to monitor the 19-month time limit. 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has 
the right to file a demand for internationl preliminary examination. 

REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 

If the applicant wishes to proceed with the international application in the national phase, he must, within 20 months 
or 30 months, or later in some Offices, perform the acts referred to therein before each designated or elected Office. 

For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the 
Annex to Form PCT/IB/301 (Notification of Receipt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicant's Guide. 



Authorised officer: 


The International Bureau of WIPO 



34, chemin des Colombettes 



1211 Geneva 20, Switzerland 

J. Zahra 


Facsimile No.: (41.22) 740-14.35 

Telephone No.: {41-22)730.91.11 


Form PCT/IB/308 (July 1992) 


205939 


VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUS/^jVlENARBEIT 
AUF #1 GEBIET DES PATENTWE 


[I^WFu^a Hi HPJ \f TW{ K 


Absendcr DIE MIT DER I NTERN ATION ALEN VORLAUFIGEN 
PR 0 FUNG ntiAUFfRAGTIi liCHORDl; 


An 


Meyers , Hans-Wilhelm 

VON KREISLER, SELTING & WERNER 

Patentanwalte 

Postfach 10 22 41 

D-50462 KOLN 

ALLEMAGNE 


PCT OS JAN. 199 4 


UBER DIE UBERS END JUNG / 
TIONALEN VORLAUFIGEN ' 


m it ie! lung 
des interna 

prufungsberichts 


(Rcgcl 71.1 PCT) 


Abscndcdalum 
(TaslMonat/Jahr) 


29. 12. 93i 


Aktcnzeichen des Anmeldcrs oder Anwalls 

Me/kk 921791woI 


\V I C 11 T I G E M I TT KIl.UNC 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 92/ 02775 


1 nicrnationales Anmcldcdaluin 
( Ta% /Monat Main) 
" 01/12/1992 


Prioriiatsdatum ( TaglMoJtaijJahr) 
02/12/1991 


Anmelder 


DIAGEN et al. 


Dem Anmelder wird mitgctcilt, da(3 ihm die mil dcr inter naiionalcn vorlaufigcn Prufung bcaufiragic Rchordc hiermit den zu dcr 
in^nati walcn Anmcld erslclllcn intcrnalionalcn vorlaufigcn Prufungsbcrichl, gcgcbcnblls mil den dazugehongen Anlagcn, 
ubermillelt. 


Eine Kopie des. Rerichts wird - gcgebenfalls mil den dazugebo. igen Anlagcn - dem Inlcrnationalcn Hiiro zur Wciicrleiiung an alle 
ausgewahllcn Amter ubermillelt. 


Auf Wunsch eines ausgewahllcn Amis wird das Internationale Hiiro eine Ubcrsclzung dcs Rerichts (jedoch nicht der Anlagcn) ins 
Englische anfcrl.igen und diesem Ami Ubcrmittcln. 


ER1NNERUNG 

7um Finiritt in die nalionalc Phase hat dcr Anmelder vor jedem ausncwahlicn Ami inncrhalb von 30 Monalcn ab dem Prioritais- 

noch spatcr) bestimmlc 1 landlungcn (Einrcichung von H^" 1 ^ 
Gebuhrcn) vorzunehmcn (Arlikel 39 (1)) (siche auch die durcb das 1 mcrnauonale Ruro mil l ormblau PC I /I R/30 ubcrm.ucllc 
Informal'ion). / 

Isl eincm ausgewahllcn Ami cine Ubcrsclzung dcr inlcrnationalcn Anmcldung zu Ubcrmittcln, so muD dicsc 

ObcrsctTungen allcr Anlagcn zum inlcrnationalcn vorlaufigcn PrOrungsbcricbt cnlballcn. Es , s i Aufgabc des Anmeldcrs, solcbe 

Obersclzungen anzufcriigcn und den bctrofTcncn ausgewabllcn Amicrn dirckt zuzulcilcn. 

Weitere Einzelhcilcn zu dem maflgebenden Eristen und Erfordcrnisscn dcr ausgewabllcn Amlcr sind Rand II des PCT-Leiifadcns fur 
Anmelder zu enlnelimcn. 


Name und Postanschrift der mil der intcrnalionalcn vorlaufigcn 
PruTung bcauRragten Rchorde 

Europaischcs Palcniamt 
D-80298 Miinchcn 

Tel. ( + 49-89) 2399-0, Fx: 523656 cpmu d 
Fax: (-1-49-89) 2399-4465 



Rcvollmachiigtcr lledicnstctcr 


Christe! WJison 


rormblalt I'CT/I IM-.A/4 16 (Juli 1992) \>2M1* (05/07/1993) 


V E R T R A p^^^/} ^ i^bi £x 'des* P A T E IN T^v'eS^^ ENARBEIT 

PCT 


1NTERNATIONALER VORLAUKIGER 1»rOFUN<;SBERICIIT 

(Arlikcl 36 und Kegel 70 PCT) 


Aktenzcichen des Anmeldcrs odcr Anwalts 

Me/kk 921791woI 

WE1TFRFS sichc Miucilung tiber die Ubersendung dc? inlernalionalcn 
VORGF.1IEN vorlSufigen Prufungsbcrichis (Formblall PCT/IPUA/416) 

1 m.ernalionales Aklenzeiclien 

PCT/EP 92/ 02775 

Internationales Anmcldcdaium 
(TaglMonatjJahr) 

01/12/1992 

Prioritalsdatum ( I ag; Monaihtaw j 

02/12/1991 

Internationale PatcnlklasRifikalion (1PK) o< 

ier nalionale Klassiflkaiion und 1PK 
C12N1/08 

Anmeldcr 

DIAGEN et al. - 1 


Dcr .nwrn.Uon.te varUul* Prflfung.tarlchl wurde von dcr m U dor in.crn.Uon.lan voHHuHgcn P-Ufung bcuftragKn 
TienoVde ersiclll und wird den, Anmeldcr gcrntO ArUkcl 3ft ubcrnwidl. 


2. Dieser BI7.R.ICI1T urnfaRl insgcsaml . 


Rlallcr. 


notnmene Rerichtigungcn cnihalten. 
Diese Anlagen umfasscn insgcsaml Platter. ^ _ 


f oder 


3. Dieser Uericht enthiitt Angaben und die entsprcchenden Sciicn zu folgcndcn Punklen: 

1 [xj Grundlage des Rcrichls 

H Prioriiat 

Ml Q Koine Er S ,cllim g cine, Gu.ach.cns Obcr Ncuhcrt. crfmdcrischc Taiigkcit und gewcrbliche Anwcndbarkcu 

IV | j Mangelnde Einheilliclikeil der Erfindung 

V K?| HcprOndctc Feflslcllunft hinsicbllicb der Ncuhcil. dor erHndcrischen Taligkeh und dcr gewcrblicbcn Anwcndbarkcit; 

^ Unlerlagcn und Erklarungcn zur Sluutmg dicser Fcsnicllung 

VI Pestimmle angcfuhric Unterlagen 

VII Q ncslimmtc Mangel dcr imcmaiionalen Anmcldimg 
VIII jVl Restimmte Rcmerkungcn zur inlernalionalcn Anmcldung 


Datum dcr Finreichung des Antrags 

01/07/1993 


Name und Poslanschrift der mil der inlernalionalcn vorlaufigcn 
Pruning bcauflragtcn Rehorde 

F.uropaisches Patcntamt 
D-80298 Munchcn 


Daium der l-'crligstcllung dieses Rcrichls 

29. 12.33 


Rcvnllmachiigicr Rcdicnsietcr 


0))i Tel ( -I- 49-89) 2399-0, Tx: 523656 cpmu d 
Pax: ( + 49-89) 2399-4465 



C. Donath 


rormblall PCT/I PI:. A/409 (Tilclbla. t) (Juli 1W2) (29757/1 993 ) 


I NTERNAT I ON ALER VORL&UFTEGER PRUFUNGS BERICHT 


rnationales Aktenzeichen 
PCT/EP92/02775 


I. Grundlage des Berichts 


1. Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage 


[x] der international Anaeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung. 


[ ] der Beschreibung, Seite/n . 

Seite/n 
Seite/n 
Seite/n 


in der ursprunglich eingereichten Fassung, 
eingereicht mit den Antrag. 

eingereicht lit Schreiben von 

eingereicht ait Schreiben voi 


[ ] der Anspruche, Nr. 

Nr. 
Nr. 
Nr. 
Nr. 


in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

in der nach Artikel 19 geanderten Fassung. 
_, eingereicht ait dea Antrag. 

eingereicht Bit Schreiben voa 

_, eingereicht lit Schreiben vob 


der 2eichnungen, Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 
Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 


in der ursprunglich eingereichten 
Fassung. 

eingereicht ait dea Antrag. 
eingereicht mit Schreiben 

VOB . 

eingereicht ait Schreiben 
von . 


2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Onterlagen ungultig geworden: Seite/n: 

Zeichnungsblatter/Abb, Nr.: 


3. [ ] Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen. 


4. Etwaige zusatzliche Beaerkungen: 


Forablatt PCT/IPEA/409 (Blatt 1) (Juli 1992) 


I NT ERNAT I ON AT ,KR VORIAtJTOGER PRUFUNGSBERICHT 


^^jlrna 


nationales Aktenzeicben 
PCT/EP92/02775 


V, Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsictoUich der Keuheit, der erfinderischen Tatigkeit imd der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Krlautenmgen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. FESTSTELLUNG 


Neubeit 


Anspruche l-38_ 
Anspruche - 


JA 
NED* 


Erfinderische Tatigkeit 


Anspruche 1-38. 
Anspruche 


JA 
NED? 


Gewerbliche Anwendbarkeit 


Anspruche 1-38. 
Anspruche 


JA 
NEIN 


2. DNTERLAGEN UND ERLAUTERUNGEN 

1. Die vorliegende Internationale Anmeldung betrifft ein 
Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren 
wobei a) die nukleinsaurehaltigen Proben mit Anionenaus- 
tauschern in Puffer losungen mit geringer Ionenstarke be- 
handelt werden, b) die Nukleinsauren mit einem Puffer 
hoher Ionenstarke von dem Anionenaustauscher desorbiert 
werden, anschlieBend c) im Puffer hoher Ionenstarke mit 
einem mineral ischen Tragermaterial unter Adsorption der 
Nukleinsaure behandelt werden und d) eine Desorption der 
Nukleinsaure mit einer Pufferlosung mit geringer Ionen- 
starke erfolgt. Desweiteren betrifft die vorliegende In- 
ternationale Anmeldung eine Vorrichtung zur Ausfuhrung 
des obigen Verfahrens zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren . 

Im Hinblick auf die im Internationalen Recherchenbericht 
zitierten Dokumente mussen die Anspruche 1-38 der vor- 
liegenden Internationalen Anmeldung als neu betrachtet 
werden (Artikel 3.2) PCT) . 

2. Zur Beurteilung eines erfinderischen Schrittes der 


Fomblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 2) (Juli 1992) 


I NTERN AT I ON ALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 


pEernationales Aktenzeichen 
PCT /EP9 2/02775 


Anspriiche 1-38 der vorliegenden Internationalen Anmel- 
dung wird das Dokument (EP-A-0 268 946) als der nachst- 
liegende Stand der Technik herangezogen. Dieses Dokument 
beschreibt ein Verfahren zur Reinigung von langkettigen 
Nukleinsauren, wobei die zu reinigenden Nukleinsauren in 
einem Puffer mit geringer Ionenstarke an ein chromato- 
graphisches Tragermaterial, welches Anionenaustauscher 
Aktivitaten aufweist adsorbiert und anschlieBend mit ei- 
nem Puffer hoher Ionenstarke von dem Tragermaterial 
desorbiert wird. 

Das die vorliegende Internationale Anmeldung betreffende 
Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsau- 
ren, wobei die in den Proben enthaltenen Nukleinsauren 
zunachst in einem Puffer mit geringer Ionenstarke an ei- 
nen Anionenaustauscher adsorbiert werden, nach anschlie- 
Bender erfolgter Desorption durch einen Puffer hoher 
Ionenstarke wiederum in diesem Puffer hoher Ionenstarke 
an ein mineralisches Tragermaterial adsorbiert werden, 
urn anschlieBend von diesem Tragermaterial in einer Puf- 
ferlosung mit geringer Ionenstarke desorbiert zu werden, 
ergibt sich nicht in naheliegender Weise aus dem nachst- 
liegenden Stand der Technik. Ebenfalls ist die in der 
vorliegenden Internationalen Anmeldung betrof fene Vor- 
richtung zur Durchfuhrung des oben genannten Verfahrens 
zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren aus dem 
nachstliegenden Stand der Technik nicht in naheliegender 
Weise ableitbar. 

Daher ist fur die Anspriiche 1-38 der vorliegenden In- 
ternationalen Anmeldung eine erf inderische Tatigkeit 
anzuerkennen (Artikel 33(3) PCT). 

Die industrielle Anwendbarkeit des beanspruchten Gegen- 
stands wird anerkannt (Artikel 33(4) PCT). 


Fonablatt PCT/IPEA/409 (Blatt 3) (Juli 1992) 


Mernationales Aktenzeicben 
INTERNATIONALER VORIAU^CGER PRUFUNGSBERICHT PCT/EP92/02775 

Vlir. Bestinte Beierkungen zur internationalen Araeldung 


Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspriiche in vollen 
DBfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu beaerken: 

1. Den Anspriichen 1, 4, 5, 35, 37 und 38 mangelt es an 
Klarheit auf Grund der verwendeten Ausdriicke "geringer 
Ionenstarke »• und "hoher Ionenstarke" . Diese Begriffe 
sind vage und fur jedwede individuelle Interpretation 
of fen und fuhren somit dazu, daB der Schutzumfang der 
betreffenden Anspriiche unklar wird. 

2. Den Anspriichen l oder 3 mangelt es an Klarheit. Anspruch 
3 besagt, daB Zentrif ugations- oder Filtrationsschritte 
zur Abtrennung nicht geloster Bestandteile dem Schritt 
a) des Verfahrens nach Anspruch 1 vorgeschaltet werden. 
Jedoch gemaB Schritt a) des Verfahrens nach Anspruch 1 
werden bei besagtem Schritt a) die Nukleinsauren enthal- 
tenden Zellen auf geschlossen und die Zelltrummer ent- 
fernt und diese nukleinsaurehaltigen Proben mit Anionen- 
austauschern behandelt. Welche nicht gel6sten 
Bestandteile sollen nunmehr im Verfahren nach Anspruch 3 
abgetrennt werden, oder aber ist Anspruch 1 dahingehend 
zu verstehen, daB in Schritt a) nukleinsaurehaltige Pro- 
ben mit Anionenaustauschern behandelt werden und in ei- 
nem dem Schritt a) vorgeschalteten Schritt zunachst die 
die Nukleinsauren enthaltenden Zellen aufgeschlossen und 
die Zelltrummer entfernt werden? 

3. Anspruch 7 mangelt es an Klarheit auf Grund des Aus- 
drucks "relativ niedrigem pH-Wert M . Dieser Ausdruck ist 
absolut vage und nicht dazu geeignet, den Schutzumfang 
des Anspruchs klar zu definieren. Der nachfolgende Aus- 
druck "wie etwa 5" ist als eine vollig f reigestellte 
Wahlmoglichkeit zu betrachten, die keinerlei limitieren- 
den EinfluB auf den Schutzumfang des betreffenden An- 
spruchs ausubt. 


Fornblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 4) (Juli 1992) 


INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 



V 


Internationales Aktenzeicben 
PCT/EP92/02775 


4. Anspruch 19 mangelt es an Klarheit, auf Grund des Aus- 
drucks "...daB die Materialien (10, 11) direkt aneinan- 
dergrenzen, und zwar in getrennten Schichten. . . " . sind 
diese beiden Materialien in der Vorrichtung nur uberein- 
ander geschichtet, ohne durch eine Trenneinrichtung von- 
einander getrennt zu sein, oder aber soil mit dieser 
Formulierung ausgedruckt werden, daB die beiden Materia- 
lien, wie z.B. in Fig. 2 zu sehen, ohne einen zusatzli- 
chen Zwischenraum auf einander folgen, jedoch durch eine 
Trenneinrichtung (13) voneinander getrennt sind, urn eine 
Durchmischung beider Materialien zu vermeiden? 

5. Anspruch 3 3 mangelt es an Klarheit auf Grund der Formu- 
lierung " ...wobei der Puffer Wasser, Tris bei einem 
pH-Wert von 5 bis 9 enthalt". 1st mit dieser Formulie- 
rung gemeint, daB der Puffer nur Wasser enthalt, oder 
aber einen Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 5 bis 9 
darstellt? Ein solcher Tris-Puffer wtirde naturlich auch 
Wasser enthalten, da die Chemikalien, die fur Puffer 
verwendet werden, wie z.B. Tris, tiblicherweise in Wasser 
aufgelost werden. 


Fonnblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 5) (Juli 1992) 


AKT 


:ne; 


4 


PLAR. 


.V. 


PCT 

ANTRAG 

Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
intemationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 

DPT /C ?» no / /\ — -7 r 

rW/b J 92/02775 

Internationales Aktenzeichen 

0 1 DEC 1992 ( 0l 12 .9 2 ) 

Internationales Anmeldedatum \ 

EUROPEAN PATENT OFFICE 

PCT INTERNATIONAL APPI (CATION 

Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 

Patentwesens behandelt wird. 

Aktenzeichen des Anmelders oder An waits (falls gewunscht) 

(max. 12 Zeichen) 921791 wol Me/ kk 

Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERF1NDUNG 

Vorrichtung und Verfahren zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren 

Feld Nr. II AN M ELDER 

Name und Anschrift: (Familiennamc t Vorname; bet htrisaschen Personal vollstdndige amtliche Bezdchnung. 

Ba der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Status anzugeben. ) 

DIAGEN 

Institut flir molekular- ' "-^ 
biologische Diagnostik GmbH' 
Max-Volmer-StraBe 4 

4010 Hilden i 

i 1 Diese Person ist 
I— ■ gteichzeitig Erfinder 

Telefonnr.: 

Telefaxnr.: 

Fernschreibnr.: 

Staaisangehorigkeit (Staat): 

Q)eutsch3 

Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
Bundesrepublik Deutschland 

Diese Person ist An me I der r— i a || e Bestim- F I alje Bestimmungssuaten mil Aasnahme I - 1 nor die Vereinigteo T~ | die im Zosatzfeld 
fur folgende Staaten: 1 1 mungsstaaten DC XI der Vereinigten Sua ten von Amerika 1 1 Sua ten von Amerika 1 1 angegebenen Staates 

Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 

Name und Anschrift: (Famiiienname^ Vorname; beiiuristischenPersonen vollstandige amtliche Bezdchnung. 

Bet der Anschrift sind die PosUeitzahl and der Name des Slaats anzugeben) 

Dr. Met in\ Colpan 
Uhlandstrafie 5 

4300 Essen-Kettwig 

'ye 

Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| X | Anmelder und Erfinder 

r~\ nur Erfinder (Wird dieses Ki ichen 
1 1 angekreuzi, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 

Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 

Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 

Diese Person ist Anmelder r— i a n e Bestim- T~ 1 alle Bestimmungssuaten mil Ausnahme [~ 1 nur die Vereinigten T~ 1 die im Zosatzfeld 
fur folgende Staaten: 1 1 mungsstaaten 1 1 der Vereinigten Staateo voo Amerika IX 1 Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 

Name und Anschrift: (Famdienname^ Vorname; bd iuristischai Personal vol [standi ge amtliche Bezeichnung. 

Ba der Anschrift sind die PosUeitzahl und der Name des Stoats anzugeben) 

Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

1 | Anmelder und Erfinder 

T~\ nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1— J angekreuzi, so sind die nackstehenden 
Angaben nicht notig.) 

Staatsangehorigkeit (Staat): 

Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

Diese Person ist Anmelder i | a „ e Bestim- 1 1 alle Bestimmungssuaten mil Ansnabme I 1 oar die Veieinigtea I 1 die im Zosatzfeld 

iur tolgeode btaaten: |__| mungsstaaten 1 1 der Vereinigten Staaten von Amerika 1 1 Staaten vob Amerika 1 I angegebenen Steat» 

1 1 Wettere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 1) (Juli 1992) 


Siehe Anmerkungcn zu diesem Antragsformular 


. V 

Blatt Nr. 


.2. 


P(fr~? 92/02775 


Fcld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAM ER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, um fur den (die) Anmelder 
vor den zustandigen international en Be ho rd en in fol gender Eigenschaft zu handeln: 


13 


An wait 


j*~j gemeinsamer 


Vertreter 


Na m e u nd Ansch ri ft: (Familienname, Vorname; beijuristischen Personal vollstandige amdiche Badchnung. 

od der Anschrifi sind die Pastldtzahl und der Name des Slaats anzugeben. ) 

Tclcfonnr.: 

0221/131041 

(_DrT) Hans-Wilhelm\Meyers 
Deichmannhaus am Hauptbahnhof 
D- 5000 Koln 1 
Bundesrepublik Deutschland 

Tclefaxnr.: 0221/134297 
0221/134881 

Fernschreibor.: 

888 2307 dopa d 


□ 


Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein An wait oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obi gen Feld 
eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 


Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 


Die folgenden Bestimraungen nach Regel 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenommen (bitte die entspreckenden Kastchen ankreuien; wenigstens 
an Kastchen mufl angekreuzt werden): 
Regionales Patent 

|~] EP Europatsches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, DE Deutschland, 
L-X-l DK Danemark, ES Spanien, FR Frankreich, GB Vereinigtes Konigreich, GR Griechenland, IT Italien, 

LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, SE Schweden und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 

Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

□ OA O API -Patent: Benin, Burkina Faso, Cote dM voire, Gabun, Guinea, Kamerun, Kongo, Mali, Mauretanien, Senegal, 
Togo, Tschad, Zentralafrikanische Republik und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls 
eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewiinschi wird, bitte auf der gepunkieten Linie angeben) 


Natlonales Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewunscht wird, bitte auf der gepunkieten Linie angeben): 

| | AT Osterreich Q MG Madagaskar 

| | AU Australien Q MN Mongolei 

| | BB Barbados Q MW Malawi 

I I BG Bulgarien Q NL Niederlande 

I | BR Brasilien Q NO Norwegen 

| | CA Kanada Q PL Polen 

| | CH und LI Schweiz und Liechtenstein | | RO Rumanien 

I 1 CS Tschechoslowakei | | RU Russische Federation 

|~1 DE Deutschland SD Sudan 

I I DK Danemark Q SE Schweden 

I I ES Spanien [^] US Vereinigte Staaten von Amerika 

( | FI Finnland 

| | GB Vereinigtes Konigreich 

Kastchen fDr die Bestimmung von Staaten (fQr die Zwecke eines 

| X | Jp Japan nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 

□ dieses Form bl a Us beitreten: 
KP Demokratische Volksrepublik Korea 

□ 

| | KR Republik Korea Q 

| | LK Sri Lanka Q 

| | LU Luxemburg | | 


Zusatzllch zu den oben genannten Bestlmmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von . 

Der Anmelder erklart, daBdiesezusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalteiner Bestitigungsteheo und jede zusStzlicbe 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Priori titsda turn nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmelder zuruckgenommen gilt. (Die Bestdtigung cuter Bestimmung erfolpdurchdieEinreichung cater Mitieihuty inderdieseBestimmmg angegeben wmg\ 
und die Zahlung der Bcstimmung> und der Bcstatigungsgebuhr. Du Bestttgung mufl bcim Anntetdcwnt mncrhafo 


Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Juli 1992) 


Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 


Blatt Nr. 


3 P(fr r 792 / 0 2 7 7 5 


Zusatzfeld Wird dieses Zusatzfeld nichi benutzty so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufugen. 


Dieses Feld ist in folgenden Fallen auszufulleni 

I . Wenn derPlatz in einem Feld nicht furalleA ngaben 
ausreichi: 

insbesondere: 

i) Wenn mehr als drei Anmelder und/oder Erfinder 
vorhanden sind und kein Fortsetzungsblatt zur 
Verfiigung stent: 

ii) Wenn in Feld Nr. I! oder HI die Angabe "die im 
Zusatzfeld angegebenen Staaten " angckreuzt ist: 


Hi) Wenn der in Feld Nr. II oder III genannte Erfinder 
oder Erfinderf Anmelder nichi fur alle Bestim* 
mungsstaaten oder fur die Vereinigten Staaten von 
Amerika als Erfinder benannt ist: 


iv) Wenn zusatzlich zu demAnwaltfdenAnwalten, die in 
Feld Nr. IVangegeben sind, wcitercAnwdlte bestellt 
sind: 

v) WenninFeldNr. Vbei einem Stoat (oder beiOAPI) 
die Angabe "Zusatzpatent " "Zusatzzertifikat" oder 
"Zusatzerfinderschein " oder wenn in Feld Nr. Vbei 
den Vereinigten Staaten von Amerika die Angabe 
"Fortsetzung" oder "Tcilfortsctzung" hinzugefugt 
wird: 

vi) Wenn die Prioritdt von mehr als drei friiheren 
Anmeldungen beansprucht wird: 


In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Sr. 
[Nummer des Feldes angeben/ die gleichen A ngaben ZM machen wie in 
dem Feld vorgesehen, das platzmdfiig nicht ausreichi; 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. I II m fur 
jede weitere Person die in Feld Nr. Ill vorgesehenen Angaben zu 
machen. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. II m , 
"Fortsetzung von Feld Nr. Ill" oder "Fortsetzung von Feld Nr. II und 
Nr. Ill" die Namen der A nmelder und neben jedem Namen der Stoat oder 
die Staaten (und/oder ggf Europaisches oder OAPI -Patent) anzugeben, 
fur die die bezeichnete Person Anmelder ist. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. II " oder 
"Fortsetzung von Feld Nr. Ill" oder "Fortsetzung von Feld Nr. II und 
Nr. Ill ** der Name des Et finders und neben Jedem Namen der Stoat oder 
die Staaten (und/oder ggf. Europaisches oder OAPI -Patent) anzugeben, 
fur die die bezeichnete Person Erfinder ist. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. TV 1 * fur 
jeden we iter en Anwalt die gleichen Angaben zu machen wie in Feld 
Nr. IV vorgesehen. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. V" die 
Namen der betreffenden Staaten (oderOAPI) undnach dem Namen jeder 
dieser Staaten (oder OAPI) das Aktenzeichen des Hauptschutzrechts 
oder aerHauptschutzrechtsanmeldung und das Datum derErteilung des 
Hauptschutzrechts oder der Einreichung der Hauptschutzrechts' 
anmeldung anzugeben. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. VI 9 * fur 
jede weitere fruhere Anmeldung die gleichen A ngaben zu machen wie in 
Feld Nr. VI vorgesehen. 


2. Wenn der Anmelder fur irgendein Bestimmungsamt die In diesem Fall ist mit dem Vermerk "Erklarung betreffend unschddliche 


Vergunstigung nationaler Vorschriften betreffend 
unschddliche Offenbarung oder Ausnahmen von der 
Neuheiisschddlichkeit inAnspruch nimmt: 


Offenbarung oder Ausnahmen von der Neuheitsschddlichkeit* 
nachstehenadiese Erklarung abzugeben. 


L J 


Feld Nr. IV . : 

Fortsetzung der Vertreterbestellung 



r er 


na t «3 Joh ann-Friedrich \ Fues 
Dipl.-Ing^ Joc heri^ H i 1 1 e r ingmann 
Dr. rer. nat .J Hans-Pe ter ^ J 5ns son 


Deichmannhaus am Hauptbahnhof 
D - 5000 Kbln 1 

4 v€ 


Formblatt PCIYRO/101 (Zusateblatt) (Juli 1992) 


Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 


Blatt Nr. 


PflTP 9 2 / 0 2 7 7 5 


Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 


Weitere PrioritatsansprGche sind im Zusatzfeld angegeben. | | 


Die Priori tat der folgenden fruheren Anmeldung(en) wird hiermit beansprucht: 

Staat 
der A nmeldung) 

Anmeldedatum 
(TaglMonatiJahr) 

Aktenzeichen 

Anmeldeamt 
(nur bei regionaler oder 
internationaler Anmeldung) 

(1) 

DE 

02. Dezember 1991 
02 . 12 . 1991 

P 41 39 664.2 


(2) 




(3) 




D/'dye* Kastchen ankreuzen. wenn die beglaubigie Kopie der fruheren Anmeldung von dan Ami ausgesteUt werden soil, das fir dieZw 

Anmeldeamt ist (eine Gebuhr kann verlangt werden): 
r— | Das Anmeldeamt wird hiermit ersucht, dera Internationalen Buro eine begiaubigte Abschrift d 
1 1 bezeichneten fruheren Anmeldung(en) zu ubermitteln. 

ecke dieser internationalen Anmeldung 
fir nhftn in Tp.ile(n) 


Feld Nr. VII FRUHERE RECHERCHE 

Auszufillen, wenn eine Recherche (internationalc Recherche, Recherche internauonaler Art odcr sonstige Recherche) bereits bei der internationalen Recherchenbehdrde beantragt oder 
von ihr durchgefuhrt wordcn ist und ditse Behdrde nun ersucht wird, die Internationale Recherche sowejt wie mdglich auf die Ergebnisse einer solchen fruheren Recherche zu stutzen. 
Die Recherche oder der Recherchenantrag ist durch Angabe der bctrcffcnden Anmeldung f bzw. der en Ubersetzung) oder des Recherchenantrags zu bezeichnen 

Staat (oder regional es Aim): Datum (TaglMonatiJahr) : Aktenzeichen: 

Feld Nr. VIII KONTRO LLI STE 

Diese i nternationale A 

1. Antrag 

2. Beschreibung 

3. Anspruche 

4. Zusammenfassung 

5. Zeichnungen 

Insgesamt 

nmeldung umfaBt: 

4 Blatter 
3 5 Blatter 
8 Blatter 
1 Blatter 
1 0 Blatter 

Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 
»■ □ geSeirleVol^ach, 5 " Q Blatt furdieGebuhrenberechnung 

2 1 1 Kopie der allgemeinen 6. 1 1 Gesonderte Angaben zu hinter- 

LJ Vofimacht 1 1 le 8 ten Mikroorgamsmen 

3. 1 1 Begrundung fur das 7. \~] Sequenzprotokolle fur Nucleotide 
1 1 Fehlen der Unterschrift ' ■ und/oder Aminosauren 

4. | | J^^^ u ^ n) . 8 * CZ1 Sonsti S e (^nzcln auffuhren): 

58 Blatter 

Abbi Idung Nr. der Zeichnungen (falls vorhanden) soil mit der Zusammenfassung veroffentlicht werden. 

Feld Nr. IX UNTERSCH RI FT DES ANM ELDERS ODER DES AN WALTS 

Der Name jederfurket 
ergibt, in welcferjEii 

( Dx\J M € 

u 

-zeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig aus dem Antrag 
^enschaft die Person unterzeichneL 

yjers ) 

* 


1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 


•Vom Anmeldeamt auszufullen 

0 1 DEC 1992 ( 0 1. 12. 1992 / 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristeerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervoilstandigung dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 11(2) PCT: 


2. Zeichnungen 

Meinge- 
gangen: 


□ 


nicht ein- 
gegangen: 


5. Vom Anmelder benannte 

Internationale Recherchenbehdrde: 


ISA/ 


6. I I UbermittlungdesRecherchenexemplars biszur 
l_J Zahlung der Recherche ngebuhr aufgeschoben 


• Vom Internationalen Buro auszufulle 


Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Buro: 


1 8 DECEMBER 1992 ft 8. 12. 92 


Formblatt PCT/RO/101 (letztes Blatt) (Juli 1992) 


Siehe Anmerhtngen zu diesem Antragsformular 


PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 


TRANSLATION 


Applicant's or agent's file reference 
Me/kk 921791woI 

vnu iriTUTHi?o Amnw See Notification of Transmittal of International 
ruKtUKintKAti lun Pre] { minary Exami nation Report (Form PCT/IPEA/416) 

International application No. 
PCT/EP92/02775 

International filing date (day/month/year) 
01.12.92 . 

Priority date (day/month/year) 
02.12.91 

International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 

C12N1/08 

Applicant 

DIAGEN 

et al 



Hi is international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 


This REPORT consists of a total of 


sheets. 


I I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings amended 
during international preliminary examination and/or containing rectifications made before this Authority. 


These annexes consist of a total of 


sheets. 


This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 


I 

El 

II 

□ 

III 

□ 

IV 

□ 

V 


VI 

□ 

VII 

□ 

VIII 



citations and explanations supporting such statement 


Date of submission of the demand 

01.07.93 

Date of completion of this report 
29.12.93 

Name and mailing address of the I PEA/ EP 
Facsimile No. 

Authorized officer 
Telephone No. 


Form PCT/IPEA/409 (first sheet) (July 1992) 




International application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

PCT/EP92/02775 


I. Basis of the report 

1. This report has been drawn on the basis of: 




1 "V 1 fh*» interna tiring] annl ir*a tion ac 

(Tin q 1 1 vr fi 1 f»H 



| | the description, pages 

, as originallv filed. 



pages 

. filed with the demand. 



pages 

. filed with the letter of 



pages 

. filed with the letter of 



| [ the claims, pages 

. as originallv filed. 



pages 

. as amended under Article 19. 


pages 

. filed with the demand. 



pages 

. filed with the letter of 



pages 

, filed with the letter of 




the drawings, sheets/fig , as originally filed, 

sheets/fig , filed with the demand, 

sheets/fig , filed with the letter of 

sheets/fig , filed with the letter of 


2. The amendments have resulted in the cancellation of: pages: 

sheets of drawings/figures No.: 


3. | I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box. 


4. Additional observations, if necessary: 


II. Priority 

1. I I This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 

limit the requested: 

| | copy of the earlier application whose priority has been claimed. 

| | translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

2. | | This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found 

invalid. 

Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 


Form PCI7IPEA/409 (second sheet) (July 1992) 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


International application No. 

PCT/EP 92/02775 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or Industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. STATEMENT 
Novelty (N) 

Inventive Step (IS) 
Industrial Applicability (I A) 


Claims 
Claims 


1-38 


Claims 1~38 
Claims 


Claims 
Claims 


1-38 


YES 
NO 

YES 
NO 


YES 
NO 


2. CITATIONS AND EXPLANATIONS 
1. 


This international application relates to a method for 
isolating and purifying nucleic acids wherein a) the 
samples containing nucleic acids are treated with anion 
exchangers in buffer solutions of low ionic strength, b) 
the nucleic acids are desorbed from the anion exchanger by 
a buffer of high ionic strength, and then c) treated in 
the buffer of high ionic strength with a mineral carrier 
material on which the nucleic acids are adsorbed and d) 
the nucleic acids are desorbed using a buffer solution of 
low ionic strength. This international application also 
relates to a device for carrying out the above-mentioned 
method for isolating and purifying nucleic acids. 
Claims 1 - 38 of this international application must be 
regarded as novel, having regard to the international 
search report citations (PCT Article 33(2)). 

For the assessment of an inventive step of claims 1-38 
of this international application, the document (EP-A-0 
268 946) is considered to be the closest state of the art 
This document describes a method for purifying long-chain 
nucleic acids wherein the nucleic acids to be purified are 
adsorbed in a buffer of low ionic strength on a 


Form PCT/IPEA/409 (fifth sheet) (July 1992) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


International application No. 
PCT/EP 92/02775 


Supplemental Box 

(To be used when the space in any of Boxes I to VIII is not sufficient) 


Continuation of Box [No.]: 


V.2 


chromatographic carrier material which acts as an anion 
exchanger and are then desorbed from the carrier material 
using a buffer of high ionic strength. 

The method for isolating and purifying nucleic acids as 
defined in this international application wherein the 
nucleic acids in the samples are first adsorbed on an 
anion exchanger in a buffer of low ionic strength, 
desorbed using a buffer of high ionic strength, adsorbed 
in this buffer on a mineral carrier material and then 
desorbed from this carrier material using a buffer of low 
ionic strength does not follow obviously from the closest 
state of the art. Similarly, the device claimed in this 
international application for carrying out the above- 
mentioned method for isolating and purifying nucleic acids 
cannot be derived in an obvious manner from the closest 
state of the art. 

An inventive step is therefore acknowledged for claims 1 - 
38 of this international application. 

The industrial applicability of the claimed subject matter 
is acknowledged (PCT Article 33(4)). 


Form PCT/IPEA/409 (supplemental sheet) (July 1992) 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


International application No. 
PCT/EP 92/02775 


VIII. Certain observations on the international application 


The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. Claims 1, 4, 5, 35, 37 and 38 lack clarity because of the 
use of the expressions "of low ionic strength" and "of 
high ionic strength". These terms are vague and open to 
every kind of individual interpretation and therefore the 
scope of protection of said claims is unclear . 

2. Claims 1 or 3 lack clarity. Claim 3 states that 
centrifuging or filtration steps for separating 
undissolved components are carried out prior to step a) o 
the method claimed in claim 1. But according to step a) 
of the method claimed in claim 1, the cells containing the 
nucleic acids are disintegrated in said step a) and the 
cell fragments are removed and these samples containing 
nucleic acids are treated with anion exchangers. Which 
undissolved components are now supposed to be removed in 
the method claimed in claim 3, or is claim 1 to be 
interpreted to mean that in step a) samples containing 
nucleic acids are treated with anion exchangers and in a 
step which, precedes step a) first the cells containing the 
nucleic acids are disintegrated and then the cell 
fragments are removed? 

3. Claim 7 lacks clarity because of the expression 
"relatively low pH" . This expression is perfectly vague 
and not suitable for defining clearly the scope of 
protection of the claim. The expression which follows it 
"for instance 5", is considered to be a purely optional 
choice, which has no limiting effect of any kind on the 
scope of protection of the corresponding claim. 

4. Claim 19 lacks clarity because of the expression "... in 
that the materials (10, 11) are immediately adjacent to 
each other, that is to say, kept in two separate layers 

. . " . Are these two materials merely superposed in the 


Form PCT/IPEA/409 (eighth sheet) (July 1992) 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


International application No. 
PCT/EP 92/02775 


Supplemental Box 

(To be used when the space in any of Boxes I to VIII is not sufficient) 


Continuation of Box [No.]: 


VIII 


device without being separated from each other by a 
separating device, or is this formulation intended to mean 
that the two materials, as shown for example in Figure 2, 
follow one another without any additional intermediate 
space but are separated from each other by a separating 
device (13) in order to prevent mixing of the two 
materials? 


5, Claim 33 lacks clarity because of the formulation in the 

German original "der Puffer Wasser, Tris bei einem pH-Wert 
von 5 bis 9 enthalt" [which could be translated as "the 
buffer, water, contains Tris at a pH of 5 to 9" or "the 
buffer contains water and Tris at a pH of 5 to 9" 
(translator's note)]. Does this formulation mean that the 
buffer contains only water, or that it represents a Tris 
buffer with a pH of 5 to 9? Such a Tris buffer would 
naturally also contain water, because the chemicals used 
for buffers, such as Tris, are usually dissolved in water. 


Form PCT/IPEA/409 (supplemental sheet) (July 1992) 



VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE ZUSAM MEN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 


PCT j RilC'D 0 4 mi99 4 

INTERN ATIONALER VORLMJI IGER PRUFUNGSBERICpr i / J i; 

(Artikel 36 und Rcgol 70 PCT) 


„..! 


Akienzeichen des Anmelders oder Anwalls 

Me/kk 921791woI 

WEITERF,S siche Mittcilu 
VORGF.HEN vorlaufigen P 

ng uber die Obersendung des internationalen 
riifungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 

Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 92/ 02775 

Internationales Anmcldcdaium 
(TagfMonatlJahr) 

01/12/1992 

Prioritatsdalum ( Tagj \fonatfJahr) 

02/12/1991 

Internationale Patentklassifikation (IPK) oc 

ier nationals Ktassilikaiion und iPK 
C12N1/08 

Anmelder 

DIAGEN et al. — 


Der internationaie vorUUiflge PrOfungsberichl wurde von " ^ C --°- len ™™** n ? ^ 
Behorde erstellt und vvird dem Anmelder gemafl Art.kci 36 ubermiitell. 


2. Dieser BU.RICHT urnfaBt insgesamt . 


G 


Blatter. 


I — i ft . i- Aa „ rwirhr ANI AGFN ber dabct handelt es sich um Blatter mil Beschreibungen. AnsprQchen und/oder 
D ^SeS S der fn*rn^ PrOlYmg geandert wurden und/oder von dicer Behorde verge- 

nommene Berichtigungen enthalten. 
Diese Anlagen umfassen insgesamt _ Blatter. ^ 


3. Dieser Bericht enihSUt Angaben und die enlsprechenden Seitcn zu Tolgenden Punkten: 
I [X] Grundlage des Berichts 
U Q Prioritat 

HI Q Kcine Ursteltung eines Gutachtcns Goer Ncuhcil. crHndensche Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkc.t 
lV Q Mangelnde EinheilHchkeit der Erfindung 
V [ 


Bcgrundcte Feststellung hinsichtlich der Ncuhcil. dor crHndcrischen Ta.igkcit und der gewe chen An wendbarkeU; 

Unterlagen und Erklarungen zur Slutzung dieser r-esislcllung 


VI Q Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
VII Q Bestimmte Mangel der internationalen Anmcldung 
VIII 53 Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmcldung 


Datum der Einreichung des Antrags 
01/07/1993 

Datum der Fertigstcllung dieses Benchis 

29. 12. 93 

Name und Postanschrift der mil der internationalen vorlaufigen 
PrUfung beauTtragten Behorde 

Europaisches Patentami 
D-80298 MOnchcn . 
0))) Tel ( 4-49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
g/ f Fax: (4-49-89) 2399-4465 
■ ■• »^>nQ ppoTi 

Bcvollmachtigtcr Bcdtenstetcr 
17/1993^ 


INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFDNGSBERICHT 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP92/02775 


I* Gnmdlage des Bericbts 


1- Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage 

[x] der internationalen Anaeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung. 


der Beschreibung, Seite/n 
Seite/n 
Seite/n 
Seite/n 


[ ] der Anspruche, Mr. 

Mr- 
Mr. 
Mr. 
Mr. 


[ ] der Zeichnungen, Biatt/Abb. 

Blatt/Abb. 
Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 


in der ursprunglich eingereicbten Fassung. 
eingereicht ait dei Antrag. 

_, eingereicht ait Schreiben voi 

eingereicht ait Schreiben voa 


-/ in der ursprunglich eingereicbten Fassung. 

-/ in der nach Artikel 19 geanderten Fassung* 
eingereicht ait dea Antrag. 

eingereicht ait Schreiben voa 

eingereicht ait Schreiben voa 


in der ursprunglich eingereichten 
Fassung. 

eingereicht ait dea Antrag. 
eingereicht ait Schreiben 

voa . 

eingereicht ait Schreiben 
voa . 


2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Onterlagen ungultig geworden: Seite/n: 

Zeichnungsblatter/Abb. Mr.: 

3. [ ] Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Of fenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen* 


4. Etwaige zusatzliche Beaerkungen: 


Forablatt PCT/IPRA/409 (Blatt 1) (Juli 1992) 


Internationales AJctenzeichen 
INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT PCT/EP92/02775 


V, Begrundete Feststellunq nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Heubeit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblicben Anvendbarkeit; Onterlagen und Erlauterungen zur Stutzung dieser Peststellung 


1. FESTSTELLONG 


Neuheit Anspruche 1-38 JA 

Anspruche MEIH 

Erfinderische Tatigkeit Anspruche 1-38 JA 

Anspruche _ HEDf 

Gewerbliche Anwendbarkeit Anspruche 1-38 __ m ja 

Anspruche • hem 


2. ONTERLAGEN UND ERLAUTERONGEN 

1. Die vorliegende Internationale Anmeldung betrifft ein 
Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren 
wobei a) die nukleinsaurehaltigen Proben mit Anionenaus- 
tauschern in Puffer losungen mit geringer Ionenstarke be- 
handelt werden, b) die Nukleinsauren mit einem Puffer 
hoher Ionenstarke von dem Anionenaustauscher desorbiert 
werden, anschlieBend c) im Puffer hoher Ionenstarke mit 
einem mineralischen Tragermaterial unter Adsorption der 
Nukleinsaure behandelt werden und d) eine Desorption der 
Nukleinsaure mit einer PufferlSsung mit geringer Ionen- 
starke erfolgt. Desweiteren betrifft die vorliegende In- 
ternationale Anmeldung eine Vorrichtung zur Ausfiihrung 
des obigen Verf ahrens zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren . 

Im Hinblick auf die im Internationalen Recherchenbericht 
zitierten Dokumente mils sen die Ansprxiche 1-38 der vor- 
liegenden Internationalen Anmeldung als neu betrachtet 
werden (Artikel 3.2) PCT) . 

2. Zur Beurteilung eines erf inderischen Schrittes der 


Fonblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 2) (Juli 1992) 


Internationales Aktenzeichen 

INTERHATIOHALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT PCT/EP92/02775 

Anspriiche 1-38 der vorliegenden International Anmel- 
dung wird das Dokument (EP-A-0 268 946) als der nachst- 
liegende Stand der Technik herangezogen. Dieses Dokument 
beschreibt ein Verfahren zur Reinigung von langkettigen 
Nukleinsauren, wobei die zu reinigenden Nukleinsauren in 
einem Puffer mit geringer Ionenstarke an ein chromato- 
graphisches Tragermaterial , welches Anionenaustauscher 
Aktivitaten aufweist adsorbiert und anschlieBend mit ei- 
nem Puffer hoher Ionenstarke von dem Tragermaterial 
desorbiert wird. 

Das die vorliegende Internationale Anmeldung betreffende 
Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsau- 
ren, wobei die in den Proben enthaltenen Nukleinsauren 
zunachst in einem Puffer mit geringer Ionenstarke an ei- 
nen Anionenaustauscher adsorbiert werden, nach anschlie- 
Bender erfolgter Desorption durch einen Puffer hoher 
Ionenstarke wiederum in diesem Puffer hoher Ionenstarke 
an ein mineralisches Tragermaterial adsorbiert werden, 
urn anschlieBend von diesem Tragermaterial in einer Puf- 
ferldsung mit geringer Ionenstarke desorbiert zu werden, 
ergibt sich nicht in naheliegender Weise aus dem nachst- 
liegenden Stand der Technik. Ebenfalls ist die in der 
vorliegenden Internationalen Anmeldung betroffene Vor- 
richtung zur Durchfuhrung des oben genannten Verfahrens 
zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren aus dem 
nachstliegenden Stand der Technik nicht in naheliegender 
Weise ableitbar. 

Daher ist fur die Anspriiche 1-38 der vorliegenden In- 
ternationalen Anmeldung eine erf inderische Tatigkeit 
anzuerkennen ( Artikel 33(3) PCT ) . 

3. Die industrielle Anwendbarkeit des beanspruchten Gegen- 
stands wird anerkannt (Artikel 33(4) PCT) . 


Fonblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 3) (Juli 1992) 


INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFDNGSBERICHT 
Vin. Bestinte Beaerkungen zur internationalen Ameldung 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP92/02775 


Zur Klarheit der Patentanspruche, der Bescnreibunq und der Zeichnungen Oder zu der Prage, ob die Ansprucne i* V0 lle» 
Onfang durcb die Bescnreibung gestutzt warden, ist folgendes zu beaerken: 

1. Den Anspriichen 1, 4, 5, 35, 37 und 38 mangelt es an 
Klarheit auf Grund der verwendeten Ausdrucke "geringer 
Ionenstarke » und "hoher Ionenstarke". Diese Begriffe 
sind vage und fiir jedwede individuelle Interpretation 
of fen und fuhren somit dazu, daB der Schutzumf ang der 
betref f enden Anspriiche unklar~ wird . 

2. Den Anspriichen 1 oder 3 mangelt es an Klarheit. Anspruch 
3 besagt, daB Zentrif ugations- oder Filtrationsschritte 
zur Abtrennung nicht geldster Bestandteile dem Schritt 
a) des verfahrens nach Anspruch 1 vorgeschaltet werden. 
Jedoch gemaB Schritt a) des Verfahrens nach Anspruch 1 
werden bei besagtem Schritt a) die Nukleinsauren enthal- 
tenden Zellen auf geschlossen und die Zelltriimmer ent- 

f ernt und diese nukleinsaurehaltigen Proben mit Anionen- 
austauschem behandelt. Welche nicht gelosten 
Bestandteile sollen nunmehr im Verfahren nach Anspruch 3 
abgetrennt werden, oder aber ist Anspruch 1 dahingehend 
zu verstehen, daB in Schritt a) nukleinsaurehaltige Pro- 
ben mit Anionenaustauschern behandelt werden und in ei- 
nem dem Schritt a) vorgeschalteten Schritt zunachst die 
die Nukleinsauren enthaltenden Zellen auf geschlossen und 
die Zelltrummer entfernt werden? 

3. Anspruch 7 mangelt es an Klarheit auf Grund des Aus- 

drucks "relativ niedrigem pH-Wert". Dieser Ausdruck ist 
absolut vage und nicht dazu geeignet, den Schutzumf ang 
des Anspruchs klar zu definieren. Der nachfolgende Aus- 
druck "wie etwa 5" ist als eine vollig freigestellte 
Wahlmaglichkeit zu betrachten, die keinerlei limitieren- 
den Einf lufl auf den Schutzumfang des betreffenden An- 
spruchs ausubt. 


Forablatt PCT/IPBA/409 (Blatt 4) (Juli 1992) 


Internationales Aktenzeichen 

INTERNATIOHALER VORLAUFIGER PROFDNGSBERICHT PCT/EP92/02775 

4. Anspruch 19 mangelt es an Klarheit, auf Grund des Aus- 
drucks "...daB die Materialien (10, 11) direkt aneinan- 
dergrenzen, und zwar in getrennten Schichten . . . . sind 
diese beiden Materialien in der Vorrichtung nur uberein- 
ander geschichtet, ohne durch eine Trenneinrichtung von- 
einander getrennt zu sein, oder aber soli mit dieser 
Formulierung ausgedrtickt werden, daB die beiden Materia- 
lien, wie z.B. in Fig. 2 zu sehen, ohne einen zusatzli- 
chen Zwischenraum aufeinander folgen, jedoch durch eine 
Trenneinrichtung (13) voneinander getrennt sind, urn eine 
Durchmischung beider Materialien zu venneiden? 

5. Anspruch 33 mangelt es an Klarheit auf Grund der Formu- 
lierung "...wobei der Puffer Wasser, Tris bei einem 
pH-Wert von 5 bis 9 enthalt". 1st mit dieser Formulie- 
rung gemeint, daB der Puffer nur Wasser enthalt, oder 
aber einen Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 5 bis 9 
darstellt? Ein solcher Tris-Puffer wurde nattirlich auch 
Wasser enthalten, da die Chemikalien, die fur Puffer 
verwendet werden, wie z.B. Tris, ublicherweise in Wasser 
auf gelds t werden. 


Fornblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 5) (Juli 1992) 


VERTKAl 


BER DIE INTERNATION/ft^JSAMMENARBEIT 

UF DEM GEBIET DES PATENWESENS 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 
(Artikcl 18 sowie Rcgeln 43 und 44 PCT) 


Aktcnzeichen dcs Anmclders oder Anwails 

921791woIMe 


WirnTWfc S siehe Mitteilung uber die Ubermittlung dcs internationalen 

i mvlo RechcrchcnbcrichLs (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, sowcit 

VORGEHEN zutrefTcnd, nachstehender Punkt 5 


IniernaLionatcs Aktcnzcichen 

PCT/ EP 92/ 02775 


Internationales Anmeldedatum 
( TagfMonat/Jahr) 

01 / 12/92 


(Fruhcstes) Prioritatsdatum (TagfMonatjJahr) 

02/12/91 


Anmelder 


DIAGEN et al 


Dieser Internationale Rcchcrchenbericht wurde von der Internationalen Recherchcnbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikcl 18 ubcrmittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro iibermittelt. 


Dieser intcrnatio 


nale Rcchcrchenbericht umfafit insgcsamt 3 


Blatter. 


[)(] Daruber hinaus licgt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 


1. Q Rcstimmtc Ansprtichc haben sich als nicht recherchicrbar erwicsen (siehe Feld I). 

2. Q Mangclndc Finhcitlichkcit der Erflndung (siehe Feld II). 

3. I I In der iniernaiionalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/odcr Aminosaurcsequcnz offenbart; die inter nationale 
— Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 


□ 
□ 


das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingercicht wurde. 

das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgclegt wrurde, 

1 I dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, dafi der Inhalt des Protokolls nicht uber den 
— Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingcreichten Fassung hinausgcht. 


| | das von der Internationalen Recherchcnbehorde in die ordnungsgemafie Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bczcichnung der Erfindung 

[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 
[ | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 


5. Hinsichtlich der Zusammcnfassung 


[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

I | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 
— festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stcllungnahme vorlegen. 


6. Folgcndc Abbildung der Zcichnuiigcn ist mit der Zusammenfassung zu verofTentlichen: 

Abb. Nr. 1 | | wie vom Anmelder vorgcschlagen 

wcil der Anmelder scibst keine Abbildung vorgcschlagen haL 


| | keine der Abb. 


| | weil dicse Abbildung die Erfindung besscr kennzcichnet. 


Formblalt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 


I^^JATIONALER RECHERCHEN^^il 


Internationales Aktenzdchen 


PCT/EP 92/02775 


I. KLAS SI FIXATION DES ANMELDUNGSGEGENSTANDS (bei mefareren Klassiftkationssymbolen sind alle anzugeben) 6 


Nach der International en Patentklassifikation (IPC) oder nacfa der nation alen Klassifikation und der IPC 

Int.Kl. 5 C12N1/08; C12N15/10 


D. RECHERCHIERTE SACHGEBIETE 


Recherchierter MindestprUfstoff ' 


Klassifikationssytem 


Klass ifi Rati onssym bole 


Int.Kl. 5 


C12N ; 
BO ID 


C07K ; 


C07H ; 


B01J 


Recherchierte nicht zum MindestprUfstoff gehfirende Verttffentlichungen, soweit diese 
unter die recherchierten Sachgebiete fallen * 


m. EINSCHLAGIGE VEROFFENTLICHUNGEN 9 


Art° 


Kennzeichnung der Verttffentlichung 1 1 , soweit erfordeiiich unter Angabe der mafigeblichen Teile 12 


Betr. Anspruch Nr. 13 


P,Y 


EP.A.O 376 080 (TALENT SRL) 

4. Juli 1990 

siehe das ganze Dokument 

EP,A,0 268 946 (DIAGEN INSTITUT FUR 
MOLEKULARBIOLOGISCHE DIAGNOSTIK GMBH) 
1. Juni 1988 

siehe das ganze Dokument 

US, A, 5 075 430 (M.C. LITTLE) 
24. Dezember 1991 

siehe Spalte 8, Zeile 13 - Zeile 61 
siehe Spalte 11, Zeile 26 - Zeile 37; 
Anspruche 


1-25, 
28-37 


1-25, 
28-37 


1-16, 
31-34 


° Besondere Kategorien von angegebenen Verttffentlichungen 10 : 

"A" Verttffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik 
definlert, aber went als besonders bedeutsam anzusehen 1st 

* r E* Uteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem interna- 
tional en Anmeldedatum veroffentlicht word en ist 

If Verttff entl i chung, die geeignet ist, einen Prioritatsansprucfa 
zweifelhaft erscneinen zu lass en, oder durch die das Verttf- 
fentlichungsdatum einer anderen im Recherchenbericht ge- 
nannten Verttffentlichung belegt werden soil oder die aus einem 
anderen besonderen Grund angegeben ist (wie ausgefuhrt) 

"O" Verttffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbamng, 
eine Benutzung, dne Ausstellung oder andere MaOnahmen 
bezieht 

*P* Verttffentlichung, die vor dem interaationalen Anmeldeda- 
tum, aber nach dem beanspruchten Prioritatsdatum verttff ent- 
licfat word en ist 


Sp&tere Verttffentlichung, die nach dem interaationalen An- 
meldedatum oder dem Prioritatsdatum verttffentlicht word en 
ist und mit der Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum 
Verstandnis des der Erfindung zugrun del legend en Prinzips 
oder der ihr zugrundeliegenden Theorie angegeben ist 
Verttffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch- 
te Erfindung kann nicht als neu oder auf erftnderischer Tatig- 
kdt beruhend betrachtet werden 

Verttffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch- 
te Erfindung kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit be- 
ruhend betrachtet werden, wenn die Verttffentlichung mit 
doer oder menreren anderen Verttffentlichungen dieser Kate- 
gorie in Yerbindung gebracht wird und diese Verbindung fur 
dnen Fachmann nahdiegend ist 

Verttffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 


IV. BES CHEINIGUNG 


Datum des Abschlusses der interaationalen Recherche 

26 . FEBRUAR 1993 

Absendedatum des interaationalen Recherchenberichts 

Internationale Recherchenbehttrde 

EUROPAISCHES PATENTAMT 

Unterschrift des bevollmachtigten Bediensteten 

BEVAN S.R. 


Fondtaatt PCT/ISA/210 (BUtt 2) (Jamur 1985) 


Internationales AktenzeTchen 


enxeTcha 


PCT/EP 92/02775 


m. EINSCHLAGIGE VEROFFENTL1CHUN GEN (Fortsetzung von Blatt 2) 


Art 1 


Kennzeichnung der VerttfTentlichung, sowdt erforderiich unter Angabe der maOgeblicfaen Tdle 


Betr. Anspruch Nr. 


v>W0,A,9 105 606 (MACHEREY-NAGEL & CO.) 
2. Mai 1991 
siehe Zusammenfassung 

siehe Seite 5, Absatz 3 - Seite 7, Absatz 
1; Anspriiche 

WO, A, 9 107 422 (BOEHRINGER MANNHEIM 

CORPORATION) 

30. Mai' 1991 

siehe Seite 6, Zeile 29 - Seite 10, Zeile 
36; Anspriiche 

US, A, 4 810 381 (D.F. HAGEN ET AL.) 
7. Marz 1989 

siehe Spalte 8, Zeile 13 - Zeile 61 
siehe Spalte 11, Zeile 26 - Zeile 37; 
Anspriiche 

US, A, 4 935 142 (S.STERNBERG) 

19. Juni 1990 

siehe das ganze Dokument 

EP,A,0 389 063 (AKZO N.V.) 
26. September 1990 


1-16, 
31-34 


1-16, 
31-37 


25-27 


17-30 


Fomfclait PCT/ISA/210 (Znsatzbogen) (Jannar 1985) 


Anmeriameen sidw Bdblatt 


ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. EP 9202775 

SA 67175 

•/> ■ *■ 

This annex lists the patent family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned international search report. 
The members are as contained in the European Patent Office EDP file on 

The European Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information. 26/02/93 


Patent document 

Publication 

Patent family 

Publication 

cited in fif^HF(*h miAti 

UtttJG 

member(s) 

date 

EP-A-0376080 

W*T U/ mJ\J 

CA-A- 

2006185 

OO— fi£— on 


Ul uu oo 

DF-A- 


UO oo 



JP-A- 
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OUO/*r£D 

15-10-91 

US-A-5075430 

24-12-91 

None 
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UO 31 

DE-A- 

3935098 




EP-A- 

0496822 

n£ — HQ-Q9 
UO"Uo I?d 

U/n-A-Q1 VOL?? 

OU UO 

US-A- 

4997932 




EP-A- 

0508985 

21-10-92 

US-A-4810381 

07-03-89 

DE-A- 

3873899 

24-09-92 



EP-A.B 

0323055 

05-07-89 



JP-A- 

1209363 

23-08-89 



US-A- 

4906378 

06-03-90 



US-A- 

4971736 

20-11-90 

US-A-4935142 

19-06-90 

None 



EP-A-0389063 

26-09-90 

NL-A- 

8900725 

16-10-90 



AU-A- 

5215390 

27-09-90 



CA-A- 

2012777 

23-09-90 



JP-A- 

2289596 

29-11-90 


s 

fid 
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u For more details about this annex : see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 
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WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 
Internationales BQro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG UBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 


(51) Internationale PatentkJassiflkation 5 : 
C12N 1/08, 15/10 


Al 


(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 93/11221 

(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum : 10. Juni 1993 (10.06.93) 


(21) Internationales Aktenzeichen : 

(22) Internationales Anmeldedatum : 


PCT/EP92/02775 
1. Dezember 1992 (01.12.92) 


(30) Prioritatsdaten : 

P41 39 664.2 


2. Dezember 1991 (02.12.91) DE 


(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): DIA- 

GEN INSTITUT FUR MOLEKULARBIOLOGISCHE 
DIAGNOSTIK GMBH [DE/DE]; Max-Volmer-StraSe 
4, D-4010 Hilden (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US) : COLPAN, Metin [DE/ 
DE]; Uhlandstr. 5, D-4300 Essen (DE). 

(74) Anwalte: MEYERS, Hans-Wilhelm usw. ; Deichmannhaus 
am Hauptbahnhof, D-5000 Koln 1 (DE). 


(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC. NL. 
PT, SE). 


Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 


(54) Title: DEVICE AND PROCESS FOR ISOLATING AND PURIFYING NUCLEIC ACIDS 


(54)Bezeichnung: VORRICHTUNG UND VERFAHREN ZUR ISOLIERUNG UND REINIGUNG VON NU KLEIN SAU- 
REN " ^ 

(57) Abstract ™— 1. 


The description relates to a process for isolating and purifying nucleic acids like plasmide or genomic ~"~~J? 
DNA from cells or other sources in which: a) the cells containing nucleic acid are disinte grated and the cell fragmentrremoved 
or other nucleic acid-containing samples are treated with anion exchangers in buffer solutions of low ionic strength; b) the nuc- 
leic acids are then desorbed from the anion exchanger using a buffer of higher ionic strength in order then c) to be treated in the 
higher ionic-strength buffer or in the presence of lower alcohols and/or polyethylene glycol with a mineral base material with the 
adsorption of the nucleic acid on the surface of the mineral base, whereupon d) the nucleic acid is desorbed with water or a lower 
ionic-strength buffer solution. The device for implementing the process of the invention consists of a hollow body (I) with an inlet 
aperture (7) and an outlet aperture (8), in which a powdered first silica-gel-based material (10) is inserted into the hollow body (1) 
between two securing devices (5 and 6) and a second material (1 1) is arranged between the first material (10) and the outlet aper- 
ture, whereby the first and second materials (10, 11) have different adsorption characteristics for nucleic acids. 

(57) Zusammenfassung 


Es wird ein Verfahren beschrieben zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren wie Plasmid- Oder genomischer DNA 
aus Zellen oder anderen Quellen, wobei a) die Nukleinsauren enthaltenden Zellen aufgeschlossen und die Zelltrummer entfernt 
werden oder sonstige nukleinsaurehaltige Proben mit Anionenaustauschern behandelt werden, und zwar in Pufferlosungen mit 
geringer Ionenstarke, b) danach die Nukleinsauren mit einem Puffer hoher Ionenstarke von dem Anionenaustauscher desorbiert 
werden, urn danach c) im Puffer hoher Ionenstarke oder in Gegenwart von niederen Alkoholen, und/oder Polyethylenglykol mit 
einem mineralischen Tragermaterial behandelt zu werden unter Adsorption der Nukleinsaure an die Oberflache der minerali- 
schen Tragerstoffe, woraufhin d) eine Desorption der Nukleinsaure mit Wasser oder einer Pufferlosung mit geringer Ionenstarke 
erfolgt. Die Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfindungsgemaSen Verfahrens besteht aus einem Hohlkorper (i) mit einer EinlaS- 
offnung (7) und einer Auslafcoffnung (8), wobei im Hohlkorper (1) zwischen zwei Fixiereinrichtungen (5 und 6) ein pulverformi- 
ges erstes Material auf Silicagelbasis (10) angeordnet ist und ein zweites Material (11) zwischen dem ersten Material (10) und der 
AuslaSoffnung (8) angeordnet ist, wobei die ersten und zweiten Materialien (10, 1 1) unterschiedliche Adscrptionscharakteristika 
fur Nukleinsauren aufweisen. 
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"Vorrichtung und Verfahren zur Isolierung 
und Reiniqunq von Nukleinsauren" 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung und 
Reinigung von Nukleinsauren wie Plasmid- oder genomischer 
DNA aus Zellen oder anderen Quellen und eine Vorrichtung 
zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaB Oberbegriff des 
Patentanspruchs 16 • 

Bei der Preparation von Nukleinsauren miissen die Zellen 
zunachst durch die Verwendung von Enzymen, wie zum Bei- 
spiel Proteinase K, Lysozym und Detergentien wie SDS, 
Bri j , Triton-X-100, Tween 20,000 und Chemikalien wie 
Natriumhydroxid, Guanidin-Hydrochlorid und Guanidin-Iso- 
thiocyanat auf geschlossen werden. Dem Experimentator 
stellt sich das Problem, vor der Reinigung der Nuklein- 
sauren die Zelltriimmer zu entfernen und dann aus dem 
Zell-Lysat die Nukleinsauren oder Nukleinsauref raktionen 
zu isolieren. Weiterhin miissen bei der Preparation von 
Plasmid DNA oder genomischer DNA haufig verwendete 
Detergentien, wie SDS (Sodiumdodecylsulf at) , entfernt 
werden. Dies erfolgt wie in den meisten Fallen bei 
Verwendung von SDS durch ein Ausfallen mit Kalziumacetat , 
da das Kaliumsalz von SDS schwer loslich ist. Die Zell- 
triimmer werden dann zusammen mit dem ausgef allenen SDS 
abzentrifugiert. Da die Bestandteile im Lysat ein sehr 
voluminoses und schmieriges, gelartiges Pellet ergeben, 
bereitet selbst die Abtrennung dieser Trummer in einer 
hochtourigen Zentrifuge Schwierigkeiten. Ublicherweise 
erfolgt die Entfernung der Zelltrummer durch eine Zentri- 
fugation zwischen 5.000 g bis 20.000 g fur 15 bis 60 
Minuten. Dieses Verfahren hat den Nachteil, daS es sehr 
zeit- und arbeitsaufwendig ist und sich nicht automa- 
tisieren laflt . 
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Die DE-A 36 39 949 beschreibt ein Verfahren zur Isolierung 
und Reinigung langkettiger Nukleinsauren von anderen Sub- 
stanzen aus Bakterien, Viren, tierischen und pflanzlichen 
Geweben und Zellen sowie Korperf liissigkeiten , insbesondere 
Zellinhaltsstof f en und/oder deren Abbauprodukten sowie 
Bestandteilen der Korperf liissigkeiten , die nicht lang- 
kettige Nukleinsauren sind. Dabei werden die langkettigen 
Nukleinsauren nach einem schonenden AufschluB und Ent- 
fernung der Zellbruchstiicke und anderer ungeloster Be- 
standteile an einem Anionenaustauscher fixiert, wahrend 
die abzutrennenden Substanzen ausgewaschen werden. Danach 
werden die fixierten Nukleinsauren mit einem Puffer hoher 
Ionenstarke von der Matrix wieder abgelost. 

Aus der DE-A 37 17 211 ist ein Verfahren bekannt zur 
Trennung und Reinigung von Biopolymeren, wie Nuklein- 
sauren, wobei die Nukleinsauren an einer in einer spe- 
ziellen Vorrichtung angeordneten Matrix adsorbiert 
werden. Die Puf f erbedingungen sind dabei so eingestellt, 
daS die Nukleinsauren uberwiegend adsorbiert werden, 
wahrend storende Substanzen, wie Proteine, niedermole- 
kulare Stoffe oder auch Zelltrummer , nicht gebunden 
werden. 

In "Isolierung, Fraktionierung und Hybridisierung von 
Nukleinsauren, eine Einfuhrung und methodische An- 
leitung", herausgegeben von Ulrich Wobus, Verlag Chemie, 
1980 werden Methoden zur Isolierung von Nukleinsauren 
beschrieben. Daraus geht hervor, daS hochmolekulare 
Ribonukleinsauren in Salzlosungen > 1,5 M Natriumchlorid 
unloslich sind und ausfallen. Diese Prazipitation wird 
jedoch als nicht effizient angesehen, so daB in dieser 
Monographie bereits mehrfache Wiederholungen der Prazi- 
pitationsschritte mit hoher Salzkonzentration empfohlen 
werden. 
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Eine effiziente Trennung sowohl von DNA-Restriktionsf rag- 
menten und amplif izierten Produkten der Polymerase- 
Kettenreaktion wird in J. Chromatogr, , 1990, 512, 433 - 
444 beschrieben. Als Chromatographiematerial wird ein 
Ionenaustauscher DEAD-NPR-Material mit 2,5 ism groflen, 
nicht porosen Partikeln vervendet. 

Nukleinsaure aus Hefen wurden gemafl Biochemistry 1972, 
4848 an Poly (L-Lysine) -beschichtetem Kieselguhr getrennt. 
Ebenso wurde bereits mitochondrials DNA an solchen 
chromatographischen Materialien getrennt. 

In Chromatographia, 19 84, 19, 23 6 - 9 wird die Verwendung 
von mehrdimensionaler Chromatographic zur Isolierung von 
synthetischen Oligodeoxyribonukleotiden im praparativen 
Maflstab beschrieben. In einem ersten Schritt wird dabei 
zunaehst eine Size-Exclusion-Chromatographie an Sephadex 
G-15 durchgefuhrt , gefolgt von einer Size-Exclusion- 
Chromatographie mit einer HPLC-Ionenaustauschersaule 
(Partisil-10 SAX) . Daran schlieSt sich eine hydrophobe 
Chromatographie mittels HPLC (Nucleosil C18) an. 

Uber die Eignung von hydrophob beschichteten Glasparti- 
keln zur Durchfuhrung von adsorptions-chromatographischer 
Reinigung von Nukleinsauren wird in J. Biochem. 94, 163 - 
169 (1983) berichtet. 

Nachteilig an diesem stellvertretenden Stand der Technik 
ist die Tatsache, da£ ein Zentrif ugationsschritt zur Ent- 
fernung der Zellbruchstiicke und der ungelosten Bestand- 
teile aus dem Zell-Lysat notwendig ist. Ein weiteres 
Problem besteht darin, dafi die Nukleinsauren durch die 
Elution in Puffern hoher Ionenstarke von den in grofler 
Konzentration vorhandenen Salzen befreit und gleichzeitig 
konzentriert werden mussen. In den allermeisten Fallen 
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sind die weiteren Verfahrensoperationen mit den so ge- 
wonnenen Nukleinsauren nur mit Puf f erbedingungen moglich, 
die geringere Ionenstarken aufweisen. Die Entfernung der 
in hoher Konzentration im Puffer geldsten Salze kann auch 
durch Dialyse erfolgen, jedoch fiihrt dies zu merklicher 
Degradation der Nukleinsauren in den entsprechenden 
Proben. Nach der Dialyse mul3 die entsalzte Nukleinsaure 
durch eine Gef riertrocknung konzentriert werden. Eine 
andere Art der Konzentrierung erfolgt durch eine Fallung 
der Nukleinsaure mit Ethanol, Isopropanol , Polyethylen- 
glykol (PEG) . Die Nukleinsauren sind in diesem System 
nicht loslich und fallen aus. Die ausgef allenen Nuklein- 
sauren mussen jedoch durch einen Zentrif ugationsschritt 
pelletiert werden. Das Nukleinsaurepellet wird kurz ge- 
trocknet und anschlieBend in einem kleinen Volumenpuf f er 
sehr niedriger Salzkonzentrationen geldst," urn eine kon- 
zentrierte salzfreie Nukleinsaureprobe zu erhalten. Durch 
diese Zentrif ugations- und Fallungsverf ahren ist eine 
einfache und schnelle Gewinnung von Nukleinsauren nicht 
moglich und eine Automat is ierung laBt sich nur schwer 
durchfiihren. Andererseits steigt der Bedarf nach ein- 
fachen und automatischen Verfahren zur Preparation von 
Nukleinsauren durch das Vordringen der Molekularbiologie 
in die . klinische Diagnostik sowie die Sequenzierung des 
menschlichen Genoms. Dabei sind jeweils groBe Proben- 
itiengen auf zuarbeiten . 


Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem 
besteht darin, ein Verfahren bereitzustellen, daB es er- 
moglicht, Nukleinsauren zu isolieren und zu reinigen, 
ohne daB ein Zentrif ugationsschrift zur Entfernung der 
Zellbruchstucke Oder ungeloster Bestandteile des Zell- 
Lysats notwendig ware und, ohne daB die Nukleinsauren in 
Puf f ersystemen hoher Salzkonzentrationen anf alien, wobei 
die Nukleinsauren einen nachgeschalteten Entsalzungs- und 
Konzentrierungsschritt notwendig machen. Das bereitzu- 
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stellende Verfahren soil die Nukleinsauren praktisch in 
einem direkt weiterverarbeitbaren Zustand liefern. Ein 
weiterer Aspekt des genannten technischen Problems be- 
steht in der Schaffung einer Vorrichtung, mit der das 
Verfahren in besonders vorteilhaf ter Weise ausgefuhrt 
werden kann. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem 
wird in uberraschend einfacher Weise durch ein Verfahren 
geldst, daB durch die Merkmale des Anspruchs 1, 34, 3 6 
charakterisiert ist. Die daran anschlieBenden Verfahrens- 
anspriiche betreffen bevorzugte Ausfuhrungsf ormen des er- 
f indungsgemaBen Verfahrens. 

Eine Vorrichtung, mit der das erf indungsgemaBe Verfahren 
in besonders vorteilhaf ter Weise ausgefuhrt werden kann, 
ist durch die Merkmale des Anspruchs 16, 35, 3 7 charakte- 
risiert. Die darauf zuruckbezogenen Unteranspruche be- 
treffen weitere bevorzugte Ausfuhrungsf ormen der erfin- 
duncsgemaBen Vorrichtung, 

Zunachst werden die Zellen, deren Nukleinsaure isoliert 
werden sollen, in iiblicher Weise auf geschlossen und die 
Zelltrummer werden entfernt. Dies kann mittels Filtration 
oder Zentrifugation geschehen. Vorzugsweise erfolgt die 
Gewinnung der klaren Zell-Lysate durch eine Filtration 
iiber eine stufenweise oder asymetrisch aufgebaute Filter- 
schicht. Das die Nukleinsauren enthaltende Filtrat kann 
sofort mit Anionenaustauschern behandelt werden. Als 
Anionenaustauscher kann ein handelsubliches Material aus- 
gewahlt werden, welches eine Bindung der zu isolierenden 
Nukleinsaure unter den jeweiligen Praparationsbedingungen 
erlaubt. Die Anionenaustauscher sind vorzugsweise ober- 
f lachenmodif izierte Trager aus einer Matrix, vorzugsweise 
bestehend aus Agarose, Dextran, Zellulose, Acrylamid, 
Polyvinylalkohol , Polystyrol, Glas, Aluminiumoxid , Titan- 
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dioxid, Zirkondioxid oder Silicagel, wie zum Beispiel 

DEAE-Sepharose R , Q-Sepharose R , DEAE-Sephadex R , DEAE- 

R R R R 

Toyopearl , Amberlite , Nukleogen , Qiagen . Die Anionen- 

austauscher konnen porose Tragermaterialien mit einer zur 
Wechselwirkung geeigneten inneren Oberflache hoher Kapa- 
zitat oder nicht porose Tragermaterialien sein, die nur 
auf der aufieren Oberflache eine Wechselwirkung mit dem zu 
trennenden Gemisch eingeht. Ganz besonders bevorzugt 
handelt es sich bei dem Anionenaustauscher urn ein Material 
auf Basis von Silicagel, das eine PartikelgroBe yon 1 bis 
250 ^im, vorzugsweise 10 bis 50 und ganz besonders be- 
vorzugt 15 bis 25 und einen Porendurchmesser von 1 bis 
2.500 nm, bevorzugt 10 bis 500 nm, besonders bevorzugt 
100 bis 400 nm, aufweist. Als Anionenaustauschermaterial 
hat sich insbesondere ein Material mit hoher Oberflachen- 
ladung und hoher Bindungskapazitat fur Nukleinsauren er- 
wiesen. Die Modif izierung des Silicagels erfolgt vorzugs- 
weise durch Silanisierung des Tragermaterials , wie bei- 
spielsweise in der EP-A 83 901 065, DE-A-39 35 098 und 
US-A-5, 057,426 offenbart. In der EP-A 83 901 065 wird zum 
Beispiel gamma-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan und 
N , N-Dimethylaminoethanol zur Modif izierung des Trager- 
materials verwendet. 

Die Adsorption der Nukleinsauren erfolgt unter Bedingun- 
gen, wie sie typischerweise bei niedrigen Salzkonzentra- 
tionen vorliegen. Vorzugsweise sind dies niedrigere Salz- 
konzentrationen als solche mit der die Nukleinsauren von 
der Saule eluiert werden konnen. Je nach verwendeten 
Ionenaustauschermaterialien und pH-Werten kann die Salz- 
konzentration dabei 0,25 bis 1,5 M betragen. 

Nach der Adsorption der Nukleinsauren an dem Anionenaus- 
tauschermaterial kann sich mindestens ein Waschschritt 
mit Puffer geringer Ionenstarke anschlieflen . 
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Vorzugsweise befindet sich das Ionenaustauschermaterial 
dabei in einem iiberwiegend zylindrischen Hohlkorpe- einer 
Saule. Die Saule wird dann mit einer Salzlosung ;e- 
waschen, deren Ionenstarke so hoch wie moglich ist, ohne 
daB die erwiinschte Nukleinsaure eluiert wird. Damit 
werden niedermolekulare und schwach geladene Verun- 
reinigungen und Proteine ausgevaschen. 

Um unnptige Ausbeuteverluste zu vermeiden, kann es vor- 
teilhaft sein, zwischen dem Adsorptionsschritt und deia 
Ellutionsschritt oder als letzten Waschschritt eine 
Konditionierung der betref f enden Adsorptionsmaterialien 
durchzufiihren, indem eine moglichst hohe Ionenstarke ins- 
besondere in dem Bereich, in dem die spatere Adsorption 
der Nukleinsaure unter Hochsalzbedingungen erfolgen soil, 
durchgefiihrt wird, Dazu kann insbesondere eine Losung zur 
Aquilibrierung und Konditionierung verwendet werden, die 
einer Ionenstarke von etwa 1,5 M Natriumperchlorat bei 
einem pH von ungefahr 5 entspricht. 

Entsprechend befindet sich das Material zur Bindung der 
Nukleinsauren unter Bedingungen hoher Ionenstarke in 
einem separaten iiberwiegend zylindrischen Hohlkorper. Die 
von dem Ionenaustauschermaterial desorbierte Nuklein- 
sauref raktion wird in der hoch salzhaltigen Fraktion in 
die Kartusche oder die Saule mit dem Nukleinsauren unter 
Hochsalzbedingungen absorbierenden Material gegeben. In 
einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm sind die jeweiligen 
Vorrichtung mit den entsprechenden Adsorptionsmaterialien 
so aufeinander abgestimmt, da6 der Behalter mit dem 
Anionenaustauscher auf den Behalter mit dem Nukleinsaure 
unter hohen Ionenstarken bindenden Material enthaltenden 
Behalter angeordnet werden kann. 

Eine Konditionierung des Materials, das die Nukleinsauren 
bei hoher Ionenstarke adsorbieren kann, ist insbesondere 
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bei dieser Vorgehensweise besonders leicht moglich. Die 
Konditionierung kann bereits dadurch erfolgen, daB das 
Material, das die Nukleinsauren bei hoher Ionenstarke 
binden kann, mit entsprechend hochkonzentrierten Salz- 
losungen vorbehandelt wird. Es ist jedoch auch moglich, 
entsprechend vorbehandelte Materialien zu verwenden, 
indem beispielsweise das Nukleinsaure absorbierende 
Material zunachst mit Salzlosungen hoher Ionenstarke 
behandelt wird und danach das Losungsmittel verdampft 
wird, so dafi sich in den Nukleinsauren unter hohen 
Ionenstarken absorbierende Material sehr hohe Salzkon- 
zentrationen unmittelbar einstellen, wenn eine waflrige 
Losung darait in Verbindung gebracht wird. Vorteilhaft ist 
die Konditionierung aufgrund der Tatsache, daB die ersten 
Volumeneinheiten, die sich durch die Elution der Nuklein- 
sauren vom Anionenaustauscher von diesem Material ldsen 
noch eine moglicherweise zu geringe Salzkonzentration 
aufweisen, urn hinreichend fest an dem folgenden Material 
zu adsorbieren. Trifft nun ein relativ verdunnter 
Elutionstropf en vom Anionenaustauscher auf ein so kon- 
ditioniertes Material, das Nukleinsaure unter Bedingungen 
hoher Ionenstarke zu binden vermag, so stellt sich sofort 
eine hohe Salzkonzentration ein und die Nukleinsauren 
werden an diesem Material adsorbiert. 

Danach kann die Nukleinsaure mit einem Puffer hoher 
Ionenstarke von dem Anionenaustauschermaterial desor- 
biert, urn dann unmittelbar im Elutionspuf f er hoher Ionen- 
starke mit einem mineralischen Trager gebunden zu werden. 
Nukleinsauren konnen in Gegenwart von chaotropen Salzen 
wie Natriumiodid, Natriumperchlorat an f eingemahlenem 
Glas oder Silicagel gebunden werden, wenn man die 
Nukleinsauren mit der feinen Glas- bzw. Silicagel- 
suspension versetzt und langere Zeit inkubiert, urn eine 
Bindung der Nukleinsaure an das Silicagel zu ermoglichen 
(B. Vogelstein und D. Gillespie, 1979, Proc. Nat. Aca. 
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Sci USA, 76, 615 - 19; Preparative and analytical puri- 
fication of DNA from agarose; R. Yang, J- Lis und B. Wu, 
1979, Elution of DNA from agarose after gel electro- 
phoresis, Methods Enzymol. 65, 176 - 182; M.A. Marko, R. 
Chipperfield und H.C. Birnboim, 1982, A procedure for the 
large scale isolation of highly purified piasmid DNA 
using alkaline extraction and binding to glass powder, 
Anal, Biochem, 121, 382 - 387). 

Die Adsorption der Nukleinsauren an die mineralischen 
Trager kann uberraschenderweise auch durch Zugabe von 
niederen Alkoholen in die Probe erfolgen. In Frage kommen 
vorzugsweise Methanol, Ethanol, Propanol, Isopropanol 
sowie Butanol. Die bevorzugten Mengenbereiche, in denen 
die Alkohole der Probe zugesetzt werden, betragen 1 - 50% 
(v/v) , soweit sie iiberhaupt in diesen Bereichen in Wasser 
loslich sind. Desweiteren kann die Adsorption der 
Nukleinsauren auch durch Polyethylenglykole erreicht 
werden. Die verwendbaren Ethylenglykole weisen Molekular- 
gewichte von 1.000 bis 100.000, insbesondere 6.000 bis 
8.000, auf. Polyethylenglykol kann in Bereichen von 
1-30% der Probe zugesetzt werden. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren zeigt uberraschenderweise, 
da£ Nukleinsaure auch beim Passieren von sehr dunnen 
Schichten von Glas oder Silicagel effizient adsorbieren, 
obwohl die Verweilzeit nur 1-30 Sekunden betragt. Es 
zeigt sich auch, daB eine Bindung in hohen Natriumchlorid- 
und Lithiumchloridkonzentrationen erfolgt und chaotrope 
Salze nicht notwendig sind. Auch ist bisher eine Kombi- 
nation aus Anionenaustauscher und Silicagel nicht be- 
schrieben, wobei der Anionenaustauscher die Reinigung der 
Nukleinsi. are ubernimmt und jei den Konzentrationen von 
0,25 M - 1,5 M Salz zwar die Verunreinigungen, wie Meta- 
boliten, Proteine und teilweise RNA, Polysaccharide ent- 
fernt werden, aber diese unter den gegebenen Bedingungen 
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nicht an die nachgeschaltete Silicagelschicht adsorbieren 
konnen, und die Silicagelschicht die Entsalzungs- und 
Konzentrationsaufgabe ubernimmt, wenn die Nukleinsaure im 
folgenden Schritt mit einer Salzkonzentration vom 
Anionenaustauscher eluiert wird, die hoch genug ist die 
Nukleinsaure an die Silicagelschicht adsorbieren kann. 

Als Puffersalze in den angegebenen Konzentrationen kommen 
fur den Adsorptionsschritt an den mineralischen Trager 
folgende in Betracht: 

Salz Konzentration 

NaCl: 3 - 5 M 

NaC104 : 5 - 7 M 

Gu-HCl: 5 - 7 M 

NaJ: 3 - 5 M 

Die Behandlung mit der Salzlosung kann einfach durch Auf- 
tropfen auf den Filter und Absaugen erfolgen. In einer 
bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird die Silicagelschicht mit 
einer Perchloratlosung, pH 6,5 bis 8,5, insbesondere pH 7 
bis 8, behandelt. Dies erfolgt zweckmafiig durch Pipettie- 
ren und Durchsaugen. Besonders bevorzugt wird hierzu eine 
Losung, die 4 bis 8 M/l NaC104 , 5 bis 20 mM/1 Tris-HCl, 
pH 7 bis 8 und 0,5 bis 2 mM/1 EDTA enthalt, verwendet. 
Nach dem Entfernen der chaotropen Losungen, insbesondere 
der Natriumperchloratlosung, wird vorzugsweise mit waBri- 
gem Ethanol nachgewaschen , zum Beispiel mit 50 bis 
90%-igem Ethanol. 

Nach dem Trocknen der Filter erfolgt dann die Elution in 
iiblicher Weise mit einer verdiinnten waBrigen Salzlosung, 
wie z. B. in Anal. Biochem. 101 , 339 - 341 (1980) be- 
schrieben. Ein bevorzugtes Elutionsmittel ist 0,5 bis 2 
mM/1 Tris-HCl, pH 7 bis 8, enthaltend 0,05 bis 0,2 mM/1 
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EDTA, . im folgenden als TE bezeichnet. Besonders bevorzugt 
wird ein pH-Wert von 7,5 bis 8,5. Ein anderes geeignetes 
Elutionsmittel sind verdunnte Detergenslosungen, wie zum 
Beispiel 0,1% SDS, die jedoch weniger bevorzugt werden. 

Es hat sich gezeigt, daB auBer Silicagel auch andere 
mineralische Trager zur Adsorption der Nukleinsaure 
geeignet sind. In einer bevorzugten Form wird jedoch 
Silicagel der PartikelgroSe 1 bis 250 ^m, bevorzugt 1 bis 
50 tim, insbesondere 1-5 ^m, eingesetzt. Die Ent- 
salzungsschicht kann als eine lose geschiittete Schicht, 
die zwischen zwei P5-Fritten eingeschlossen ist, in der 
Extraktionssaule eingesetzt werden. Eine andere Ausfiih- 
rungsform beinhaltet die Anwendung der mineral ischen 
Trager in Membranform nach EP 0 323 055 (07.12.1988, 3M, 
Composition Chromatographic Article) . 

Mit dem erf indungsgemafien Verfchren konnen Nukleinsauren 
verschiedenster Provenienz getrennt und prapariert wer- 
den. Dabei ist es gleichgultig, ob die Nukleinsauren aus 
Bakterien, Zellkulturen, Blut, Gewebe, Urin, Viren oder 
aus Amplif ikationsreaktionen, wie PCR (Polymerase Chain 
Reaction) , SSSR (Self-Sustained-Sequence Replication) , 
Ligase-Chain-Reaction und ahnlichen Reaktionen stammen, 
oder ob es sich urn markierte Nukleinsauren, wie in Biotin 
markierte, f luoreszens-markierte oder radioaktiv markierte 
Nukleinsauren handelt. Als Nukleinsaure kommen Nuklein- 
sauren in einem Groflenbereich vom 10 Nukleotiden bis 
200.000 Nukleotiden in Betracht. Als Nukleinsauren im 
Sinne der Erfindung werden Clegonukleotide von 10 bis 100 
Nukleotiden, RNA mit 50 bis 25.000 Nukleotiden, Plasmid- 
DNA mit 2.500 bis 25.000 Basen: *ren, Cosmid-DNA mit 
5.000 bis 60.000 Basenpaaren ode . enomische DNA mit 100 
bis 200.000 Basenpaaren verstand - 
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Die nach Schritt d) des erf indungsgemaBen Verfahrens er- 
haltene Nukleinsauref raktion oder -fraktionen werden in 
Losungen mit geringer Salzbelastung erhalten, Es ist 
somit moglich, die fur die weitere Prozessierung erf order- 
lichen Puf f erbedingungen nachtraglich einzustellen. In 
besonders vorteilhaf ter Weise wird die an dem Silicaglas 
gebundene Nukleinsaure bereits in dem zur Weiterverar- 
beitung bestimmten Puffer eluiert. 

Die isolierten Nukleinsauren werden fur die unterschied- 
lichsten Anwendungen eingesetzt. Besonders haufig erfolgt 
die enzymatische Umsetzung mit Restriktionsenzymen, Poly- 
merasen und Ligasen zur Restriktionsanalyse , Sequenzie- 
rung, Markierung mit Radioaktivitat oder nicht radio- 
aktiven Markern, wie Biotin, FITC, Digoxigenin und der 
Amplif ikation mit Hilfe der PCR, SSSR (Self -Sustained- 
Sequence Replication) und Ligase-Chain-React ion . 

Das erf indungsgemaBe Verfahren ist insbesondere fur die 
Isolierung und Preparation von Plasmid-DNA und ge- 
nomischer DNA geeignet. 

Die Figuren zeigen bevorzugte Ausf iihrungsf ormen der er- 
f indungsgemaBen Vorrichtung, wobei die verschiedenen 
Adsorptionsmaterialien fur die Nukleinsauren in einer 
Vorrichtung vereint sind. 

Die Figur 1 zeigt eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des 
erf indungsgemaBen Verfahrens, die aus einem Hohlkorper 1 
mit einer EinlaBof f nung 7 und einer AuslaBdf f nung 8 be- 
steht. Der Hohlkorper besteht vorzugsweise aus Polypropy- 
len (PP) , Polyethylen (PE) , Polymethylmethacrylat (PMMA) , 
Polytetraf luorethylen (PTEE) , Polyethylterephthalat (PET) 
oder Polyacrylnitril (PAN) . Im Hohlkorper 1 ist zwischen 
zwei Fixiereinrichtungen 5, 6 ein pulverf ormiges erstes 
Material aus einem mineralischen Tragermaterial 10 ange- 
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ordnet. Im Hohlkdrper 1 befindet sich ein zweites pulver- 
fcrmiges Material 11 aus einem mineral isch?.n Tragerma- 
terial zwischen dem ersten Material 10 una der Auslafl- 
offnung 8. Die ersten und zweiten Materialien 10, 11 
weisen unterschiedliche Adsorptionscharakteristika fur 
Nukleinsauren auf. Die Unterschiede in den Adsorptions- 
charakteristika werden durch unterschiedliches Ad- 
sorptionsverhalten in Puffern hoher bzw. niedriger Ionen- 
starken bestimmt. Werden zum Beispiel Nukleinsauren vom 
ersten Material 10 unter Bedingungen niedriger Ionen- 
starke gebunden, so mufi das zweite Material 11 in der 
Lage sein, Nukleinsauren unter Puf f erbedingungen nie- 
driger Ionenstarke ungehindert passieren zu lassen, wo- 
hingegen unter Bedingungen hoher Ionenstarke die Nuklein- 
saure vom ersten Material 10 desorbiert und an dem 
zweiten Material 11 adsorbiert wird. 

Vorzugsweise besteht das erste pulverf ormige Material 10 
aus einem Anionenaustauscher aus oberf lachenmodif izierten 
Tragermaterialien auf Basis von Agarose, Dextranen, 
Cellulose, Acrylamid, Polyvinylalkohol , Polystyrol, Glas, 
Aluminiumoxid, Titanoxid, Zirkondioxid oder Silicagel, 
insbesondere Anionenaustauscher der oben genannten Art 
auf Silicagelbasis • Der vorzugsweise basische Ionenaus- 
tauscher weist eine PartikelgroSe von 1 bis 250 /um, bevor- 
zugt von 10 bis 40 tim, insbesondere 15 bis 25 /jm, und 
einem Porendurchmesser von 1 bis 2.500 nm, vorzugsweise 
10 bis 500 nm, insbesondere 200 - 400 nm, auf. 

Das zweite Material 11 ist ein mineralisches Trager- 
material, insbesondere aus Silicagel, Glas, Zeolith, 
Aluminiumoxid, Titandioxid, Zirkiondioxid, Kaolin, 
Kieselalgen, vorzugsweise ein Silicaglas, gegebenenf alls 
in Form einer Silicagelsuspension. Das zweite Material 11 
weist vorzugsweise eine PartikelgroBe von 1 - 250 /jm, 
insbesondere 1 bis 30 tim, bev.orzugt 1 bis 5 miii, auf. 
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Die Einrichtungen 5 und 6 bestehen vorzugsweise aus ge- 
sintertem Glas (Fritten) oder Membranen aus Kunststoff, 
wie Polyethylen, PTFE, Polypropylen , Glas, Keramik, Nylon 
oder ein Vlies aus Polypropylen, Poylethylen, Nylon. Die 
Porositat der Einrichtungen 5, 6 betragt vorzugsweise 10 
bis 500 fira . 

Eine weitere bevorzugte Ausf iihrungsf orm der erf indungsge- 
maBen Vorrichtung zeigt die Figur 2. Dort ist das erste 
Material 10 und das zweite Material 11 so im Hohlkdrper 1 
angeordnet, daB die Materialien 10, 11 direkt aneinander- 
grenzen und zwar in getrennten Schichten, die gemeinsam 
von den Fixiereinrichtungen 5, 6 gehalten werden. Vor- 
zugsweise kann das Material durch eine Trenneinrichtung 
13 getrennt werden, wobei die Trenneinrichtung 13 eine 
porose Scheibe, vorzugsweise aus gesintertem Glas, oder 
eine Kunststof fmembran, oder Gewebe, vorzugsweise aus 
Nylon, ist. 

Die Figur 3 zeigt eine weitere bevorzugte Ausf iihrungsf orm 
der erf indungsgemaBen Vorrichtung, wobei das zweite Ma- 
terial 11 in dera einen Kanal bildenden AuslaB 13 zwischen 
den Fixiereinrichtungen 5, 15 fixiert ist. Die einen 
Kanal bildende AuslaBdf f nung 18 weist einen geringeren 
Querschnitt als der Hohlkdrper 1 auf und mundet vorzugs- 
weise in einem Kanal 18a, dessen Querschnitt geringer als 
derjenige des Kanals 18 ist. Das erste Material 10 be- 
findet sich im Lumen des Hohlkorpers 1 im Bereich des 
groBeren Durchmessers und ist durch die Einrichtung 6, 16 
fixiert. Es kann dabei vorteilhaft sein, das erste und 
zweite Material 10, 11 aneinandergrenzen zu lassen, so 
daB diese nur durch eine gemeinsame Einrichtung 17 ge- 
trennt sind (siehe Figur 4) . 

Die Figur 5 beschreibt eine weitere bevorzugte Ausfiih- 
rungsform der erf indungsgemaBen Vorrichtung, die im Hohl- 
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korper neben den Schichten aus einem ersten und zweiten 
Material 10, 11 eine weitere Schicht 12 aufweist, die 
uber dem ersten Material 10 angeordnet ist. Die Schicht 
12 ist als mechanische Filtereinrichtung ausgebildet. 
Vorzugsweise ist die dritte Schicht 12 ein asymmetrischer 
Filter, wobei die PorengroBen des Filters in FlieBrichtung 
der Probe, also von Zuf iihrungsof f nung 7 zur AuslaBof f nung 
8 bzw. 18, abnimmt. Damit konnen auch noch in der Probe 
befindliche Zelltrummer entfernt werden, ohne da£ die 
Gefahr einer Verstopfung der Vorrichtung besteht. 

Die Materialien 10 und 11 konnen in samtlichen Ausfiih- 
rungsf ormen der erf indungsgemaiien Vorrichtung entweder 
pulverf ormig und/oder als Presskdrper ausgebildet sein. 
Wenn die Materialien 10, 11 in Partikelform vorliegen, 
kann es empf ehlenswert sein, diese in einem Tragernetz 
aus inerten Kunststoffen einzubetten, so daB die Schich- 
ten in Form einer Membran vorliegen gemaB US-PS 4,810,381 
und US-PS 4,699,717 sowie in der DE 41 27 276 vorgeschla- 
gen. Das Tragernetz kann aus Teflon bestehen. 

Die Figur 6 beschreibt eine weitere bevorzugte Ausfuh- 
rungsform der erf indungsgemafien Vorrichtung, wobei acht 
einzelne, getrennte Vorrichtungen gema£ Figur 2 anein- 
andergrenzen und eine Achtereinheit bilden. Der Vorteil 
dieser Ausf iihrungsf orm, die mit jeder der in 1 - 5 be- 
schriebenen Einzelf ormen durchfiihrbar ist, liegt in der 
parallelen Preparation von 8 Proben unter Zuhilfenahme 
von Mehrkanalpipetten, Diese Form kann auch 12 mal an- 
einandergesetzt hergestellt werden, wobei 96 Proben 
prozessierbar werden. Der grofle Vorteil ist dann gegeben, 
wenn das international standardisierte Mikrotiter-Format 
verwendet wird. 

Die Figur 7 beschreibt eine Vorrichtung, die in einem 
zylindrischen Hohlkorper 1 mit EinlaBof f nung 7 und Aus- 
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la£6ffnung 8 ein Anionenaustauschennaterial 10 zwischen 
zwei Einrichtungen 6 und 5 fixiert enthalt. Darauf ist 
aufgesteckt ein weiterer zylindrischer Hohlkorper in 
dessen Lumen verschiedene Filterschichten angeordnet 
sind. Die Filterschichten 20, 21, 22 konnen aus ge- 
sintertem Polyethylen, Polypropylen , PTFE, Glas, Silica- 
gel, Aluminiumoxid oder geschiitteten Diatomenerde , z. B. 
Cellit pder Silicagel bestehen. Aber auch verwebtes , ver- 
klebtes Vlies in Form von Polypropylen, Polyester, Glas- 
fasern und Silica kommen in Betracht. Die Porositat der 
einzelnen Schichten betragt vorzugsweise 15 i±m bis 500 
in einer Dicke von 0,1 mm bis 10 mm. Die PorengroBe der 
Filterschicht wird, in FlieBrichtung gesehen, von Schicht 
zu Schicht geringer. In einer typischen Ausf uhrungsf orm 
betragt die Gr63e der Poren in der Schicht 20 etwa 100 
bis 300 /Lim, in der Schicht 21 30 bis 100 Mm und in der 
dritten Filterschicht 5 bis 30 ^jlvx. 

Die Figur 8 zeigt eine weitere bevorzugte Ausf uhrungsf orm 
der Vorrichtung nach Figur 7, wobei als, in FlieBrichtung 
gesehen, oberste Filterschicht 23 eine hydrophobe Schicht 
eingesetzt wird. Die hydrophobe Trennschicht 23 
verhindert die unerwunschte Penetration des rohen 
Zell-Lysats in die Filterschicht vor Beginn der 
eigentlichen Filtration. Die hydrophobe Trennschicht 23 
besteht vorzugsweise aus versponnenem oder gesintertem 
Polypropylen, Polyethylen, Polyester oder 
Polytetraf luoroetylen (PTFE) -Fasern, in einer Porositat 
von 10 iim bis 500 und vorzugsweise eine Dicke von 0,1 
bis 5 mm. 

Die Figur 9 beschreibt eine Filtrationsvorrichtung, die 
ahnlich aufgebaut ist, wie die in den Figuren 7 und 8 
beschriebenen, mit dem Unterschied, da£ verschiedene 
Filterschichten mit abnehmender Porengrofie in einer 
einzigen Filterschicht 12 mit kontinuierlich abnehmender 


ERSATZBLATT 


• 



WO 93/11221 W WPCT/EP92/02775 

- 17 - 

PorengroBe verbunden sind. Die asymmetrische Filterschicht 
12 ist vorzugsweise mit einer hydrophoben Filterschicht 
23 am oberen Ende, in Flie3richtung gesehen, versehen. 
Die asymmetrische Filterschicht 12 besteht vorzugsweise 
aus versponnenem Polypropylen Oder Polyesterf asern ; 
kommerziell erhaltlich sind Profile, beispielsweise von 
Pall Filtertechnik, Dreieich, Frankfurt, mit Porositats- 
abstufungen von 500 bis 50 /im, 100 bis 10 in&, 50 bis 5 fim 
sowie 10 bis 0,1 ^m. Die Dicke der asymmetrischen Filter- 
schicht sollte vorzugsweise 1 mm bis 10 mm betragen. 


Die Figur 10 beschreibt Filtrationseinrichtungen zur Ab- 
trennung von Nukleinsauren im erf indungsgemai3en Sinne 
wobei auf die Filterkonf igurationen der Figur 9 zuriick- 
gegriffen wird und wobei eine asymmetrische Filterschicht 
mit einer hydrophoben Filterschicht 2 3 versehen ist. Im 
Hohlkorper 1 befindet sich anstelle des Anionenaus- 
tauschers 10 ein mineralischer Trager 11, der in der Lage 
ist, Nukleinsauren in hochkonzentrierten Salzlosungen zu 
adsorbieren. 

Die Figur 11 beschreibt eine Konf iguration in einer Ver- 
bindung der Figuren 9 und 10. Dabei wird der Vorrichtung, 
die in Figur 2 beschrieben wird, lediglich ein Filterauf- 
satz bestehend aus einem asymmetrischen Filter 12 und 
einer hydrophoben Filterschicht 2 3 zugeordnet etwa durch 
Einstecken einer entsprechend ausgebildeten Kartusche. 

Samtliche Einzelvorrichtungen, die in den Figuren 1 bis 5 
und 7 bis 11 naher beschrieben worden sind, lassen sich 
in einem Mikrotiterstreif en bestehend aus 8 aneinanderge- 
setzten Einzelvorrichtungen anordnen. Beispielhaft ist 
dies nocheinmal in den Figuren 12 bis 14 dargestellt. 

Die Figur 12 zeigt eine Filtrationsvorrichtung mit An- 
ionenaustauscher wobei ein Mikrotiterstrip oder eine 
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Mikrotiterplatte mit 8 bzw. 8 x 12 Vertiefungen. In der 
Vorrichtung gemaB Abbildung 12 befindet sich eine 
asymmetrische Filtrationseinrichtung in einer aufsteck- 
baren Kartusche auf dem zylindrischen Hohlkorper 1, der 
eine Anionenaustauscherschicht zwischen den Einrichtungen 
5, 6 fixiert enthalt. 

Die Figur 13 betrifft eine Filtrationsvorrichtung , die 
anstelle des Anionenaustauschentiaterials ein mineralisches 
Tragermaterial besitzt, welches in der Lage ist, Nuklein- 
sauren in hohen Salzkonzentrationen zu adsorbieren. Vor- 
zugsweise befindet sich eine Silicagelschicht 11 angeord- 
net zwischen zwei Einrichtungen 5 und 6. 

Die Figur 14 zeigt eine Kombination der Anordnung gemaB 
Figur 2 sowie einer asymmetrischen Filterschicht nit 
hydrophober Filterschicht, die iiber dem Hohlkorper 1, in 
FlieBrichtung der Probe gesehen, angeordnet ist. 

Die erf indungsgemaBe Vorrichtung, insbesondere die in 
Figur 3 oder 4 naher erlauterte Vorrichtungen, sind be- 
sonders vorteilhaft, das die Elution der Nukleinsaure aus 
dem zweiten Material 11 mit nur sehr geringen Flussig- 
keitsmengen gewahrleistet . 

Der DurchfluB der Probe durch die erf indungsgemaBe Vor- 
richtung wird grundsatzlich durch die Schwerkraft be- 
wirkt, jedoch kann zur Beschleunigung der Reinigung und 
Trennung der Nukleinsauren ein Uberdruck an der Offnung 7 
bzw. ein Unterdruck an der Offnung 8 bzw. 18 angelegt 
werden. Eine weitere bevorzugte Ausf iihrungsf orm der er- 
f indungsgemaBen Vorrichtung verwendet als asymmetrische 
Filter solche aus gesintertem Glas mit abnehmender Poren- 
groBe oder iibereinandergeschichtete Kunststof fmembranen 
mit abnehmender PorengroBe in FlieBrichtung der Probe 
durch den Hohlkorper. 
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Nukleinsauren aus Zellen und anderen Quellen konnen ohne 
Zentrif ugation, Phenol/Chlorof orm-Extraktion und ohne 
Alkoholf allung erhalten werden, wobei die Nukleinsaure am 
Ende des Verfahrens in konzentrierter Form in Wasser oder 
Puffer niedriger Salzkonzentration vorliegt und somit 
direkt fur anschlieBende enzymatische Reaktionen einsetz- 
bar ist. Ein weiterer Vorteil besteht darin, da£ der Ein- 
satz von teuren Laboreinrichtungen vermieden werden kann. 
Die Elution kann beispielsweise durch Schwerkraft bewirkt 
werden und mufl nicht mittels sogenannter HPLC-Gerate 
durchgefuhrt werden. 

Die Herstellung einer Silicagel-Anionenaustauscher/- 
Silicagel -Ext rakt ions -Saul e erf olgt vorzugsweise dadurch , 
dafl ein Polypropylen-Gef aB passend in ein handelsiibliches 
1,5 ml Zentrif ugengef aB, unten mit einer 50 fxm Poly- 
ethylen-Fritte (porose Filterschicht aus Polyethylen, 1,5 
mm dick) verschlossen wird und mit 50 mg Silicagel 
(Lichrosphere Si 100, 16 - 24 ^m; Merck, Darmstadt, FRG) 
iiberschichtet . Diese Silicagelschicht wird mit einer 
zweiten porosen Polyethylen-Fritte verschlossen und die 
zweite Fritte mit 100 mg Silicagel-Anionenaustauscher 
(Qiagen, Fa. Diagen, Diisseldorf , FRG) , PartikelgroBe 16 
bis 23 /im iiberschichtet und abschlieSend mit einer 
dritten porosen Polyethylen-Fritte verschlossen. 

Die Herstellung einer Agarose-Anionaustauscher/Silicagel- 
Extraktions-Saule erf olgt vorzugsweise dadurch, dafl ein 
Polypropylen-Gef aS unten mit einer 50 tim Polyethylen- 
Fritte (porose Filterschicht aus PE ; 1,5 mm dick) ver- 
schlossen und mit 50 mg Silicagel (Lichrosphere Si 100, 
16 - 24 M*i) iiberschichtet wird. Diese Silicagelschicht 
wird mit einer zweiten Polyethylen-Fritte verschlossen 
und die zweite Fritte mit 0,5 ml DEAE-Sepharose FF (Fa. 
Pharmacia, Freiburg, FRG) , Partikelgrofle 45 - 165 fim liber 
schichtet und abschlieflend mit einer dritten porosen Poly 
ethylen-Fritte verschlossen. 
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Die Herstellung einer Anionenaustauscher-Membrane/Silica- 
gel-Membran-Extraktions-Saule nach Figur 3 erfolgt vor- 
zugsweise dadurch, da3 in ein Polypropylen-Gef a3 auf eine 
Polyethylen-Fritte eine 1 mm dicke Empore Silicagelmem- 
brane (3) (3M Corp. St. Paul, MN, USA) , ein 0,2 mm dickes 
Polypropylen-Vlies und 1 mm dicke Anionenaustauscher- 
Membrane bestehen aus 16 - 23 pim Qiagen Anionenaustauscher 
Partikel (Diagen GmbH, Diisseldorf, FRG) plaziert wird. 

Die Herstellung einer Anionenaustauscher/Silicagel-Mikro- 
titerstreif en-Extrations-Saule erf olgt wie beschrieben : 
Ein Mikrotiterstreif en mit 8 oder 96 Positionen wird mit 
einer DEAE . Silicagel-Membrane und einer Silicagel-Membrane 
gefullt. In eine Bohrung eines Mikrotiterstreif ens werden 
eine 0,75 mm dicke Silicagelmembrane, hergestellt aus 
Sident 9 Silicagelpartikeln (fa. Degussa, Frankfurt, 
FRG), eine 0,2 mm dicke Polypropylen-Vlies-Schicht und 
eine 0,8 mm dicke Anionenaustauscher-Membrane hergestellt 
aus Qiagen, 16 - 23 ^im (Fa. Diagen, Diisseldorf, FRG) 
eingepaflt . 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele weiter 
erlautert . 

Beispiel 1 

Preparation von Plasmid DNA 

Eine 100 ml Kultur in LB-Ampicillin Medium mit pUC 18 
transf ormierten HB 101 E . coli Zellen wird 10 Minuten bei 
5.000g zentrifugiert . Das Zellpellet wird in 10 ml 50 ml 
Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 pg/ml RNAse A resuspen- 
diert . 

Urn die Zelle zu lysieren werden 10 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS 
werden zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig gemischt 
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und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach 
wird mit 10 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure neutralisiert , 
gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das Lysat wird 
3 0 Minuten bei 15.000 g zentrif ugiert und der Uberstand 
vorsichtig abgehoben. 1 ml klares Zell-Lysat wird auf 
eine DEAE-Anionenaustauscher/Silicagel -Zentrif ugations- 
Extraktions-Saule pipettiert und die Probe durch die Aus- 
tauscherschicht 1 Minute bei 2.500 g zentrif ugiert . Die 
Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 
50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0, 0,8 ml 1 M NaC10 4 gewaschen, urn RNA und Proteine 
zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaC10 4 , 15% Ethanol, 
10 mM Na-Acetat, pH 7,0 eluiert und dabei direkt an die 
Silicagel-Schicht gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 
0,8 ml 70% Ethanol, lOOmM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 
und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. Spuren an 
EtOH werden eventuell durch eine weitere Zentrif ugation 
entfernt. AnschlieBend wird die DNA mit 50 m1 10 mM 
Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 durch Zentrif ugieren eluiert 
und in neuen 1,5 ml Rohrchen aufgefangen. Die eluierte 
DNA kann dann direkt in einer enzymatischen Reaktion wie 
zum Beispiel Restriktionsspaltung, Markierung, Sequen- 
zierung oder Amplif ikation eingesetzt werden. 

Beispiel 2 

Parallele Preparation von Plasmid DNA 

8 DEAE-Silicagel-Membrane/Silicagel-Extraktions-Saulen 
werden auf einer Vakuumkammer aufgesetzt. 8 x je 1 ml 
eines Plasmid DNA enthaltenen Zell-Lysates werden unter 
Vakuum (20 bis 750 mbar) durch die Extraktionssaulen 
gesaugt. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 
15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7 , 0 und mit 15% Ethanol, 10 
mM Na-Acetat pH 7,0, 0 , 8 ml 1 M NaClO. gewaschen, urn RNA 
und Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaClO, , 
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15% Ethanol, 10 mMNa-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaus- 
tauscher-Schicht eluiert und dabei direkt an die Silica- 
gel-Schicht gebunden. Die Extraktionssaule wird nit 0,3 
ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl , 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und 
mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. Die Proben- 
rohrchen werden zur Entfernung der hochkonzentrierten 
Salzlosung mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 und 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser ge- 
waschen. Die in der Extraktionsschicht vorhandenen 
Ethanol-H 2 0-Reste werden durch ei nDurchsaugen von 
Raumluft durch ein Vakuum fur 1-2 Minuten verf ltichtigt . 
AnschlieSend werden die 8 Proben mit je 50 ^1 1 mM 
Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8 , 0 eluiert. 

Beispiel 3 

Preparation von M13 Einzelstrang DNA 

1 ml M13 Phagensuspension werden mit 0,5 ml 30% PEG 6000 
1,5 M NaCl versetzt und nach 10 Minuten Inkubation auf 
Eis 15 Minuten bei 15.000 g abzentrif ugiert . Das Phagen- 
pellet wird in 0,5 ml 0,5 M Guanidin-HCl , 1% Triton X-10 
resuspendiert und 10 Minuten bei 70 °C lysiert. Das Phager 
lysat wird auf einer Vakuumkammer direkt durch eine 
Extraktionssaule nach Beispiel 3 gesaugt und adsorbiert. 
Die Extraktionssaule wird mit 1 ml 0,75 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0, 1ml 0,75 M NaC104 , 50 mM 
Tris-HCl, pH 7,0 gewaschen und mit 7 M Guanidin, 15% 
Ethanol, 50 mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaus- 
tauscherschicht eluiert und an die Si0 2 ~Schicht adsor- 
biert . 

Beispiel 4 

Preparation von genomischer DNA aus Blut 

1 ml citrat-stabilisiertes , humanes Vollblut werden zur 
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Lyse der Erythrozyten mit 1 ml 1% Saponin versetzt und 
sofort nach dem Mischen, 5 Minuten bei 2.500 g abzentri- 
fugiert. Die Leukozyten werden in 1 ml PBS-Buffer re- 
suspendiert und nochmals pelletiert. Die gewaschenen 
Leukozyten werden in 1 ml 500 mM Guanidin-HCl , 50 mM 
Tris-HCl. 10 mM EDTA , pH 8,0 resuspendiert und die Zellen 
durch Zugabe von 0,1 ml Proteinase K (10 mg/ml) 2 Stunden 
bei 50 'C lysiert. Das Leukozyten-Lysat wird sofort auf 
die Agarose/Anionenaustauscher/Silicagel/Extraktionssaule 
pipettiert und mit 1 ml 0,25 M NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 
7,0 und 1 ml 0,25 NaC10 4 , 10 mM Na-Acetat pH 7,0 ge- 
waschen. 1 ml citrat-stabilisiertes , humanes Vollblut 
wird unter Vakuum, durch eine Anionentauscher-Silicagel- 
Saule gesaugt. Die Leukozyten werden dabei in der Matrix 
eingefangen, wogegen die wesentlich kleineren 
Erythrozyten durch die Matrix durchwandern . Die 
Extraktionssaule wird zweimal mit 1 ml PBS-Puffer 
nachgewaschen. Die eingef angenen Leukozyten werden mit 10 
% Tween 10, 15 Minuten bei Raumtemperatur lysiert* Die 
Zellbruchstucke und Proteine werden mit zweimal 1 ml 1 M 
Guanidin-HCl , pH 7,0 ausgewaschen und die DNA mit 7M 
NaC10 4 , 50mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Saule eluiert. 

Beispiel 5 

Preparation, Entsalzung und Konzentration von DNA im 
Mikrot iter format 

96 x 1 ml Kulturen von Plasmid pBluescript in XL 1 Blue 
E.coli Zellen, werden im 2 x YT Medium 18 Stunden bei 
37°C in einer Mikrotiterplatte mit 1,5 ml Vertiefungen 
(Fa- Beckmann, Miinchen) kultiviert. Die Zellen werden in 
einer Mikrotiterzentrif uge fur 10 Minuten bei 2.500 g 
pelletiert. Mit einer 8-Kanal Multichanel-Pipette (Fa. 
Matrix Technologies, Lowell, MA, USA) werden je 0,25 ml 
50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 100 Mg/ml RNAglA in die 
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Mikrotiterplattenvertief ungen pipettiert und die Zellen 5 
Minuten auf einen Vibrations-Schuttler resuspendiert. 

Die Zellen werden durch die Zugabe von je 0,25 ml 0,2 M 
NaOH, 1% SDS 5 Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem 
Schutteln lysiert. Anschlieftend werden je 0,25 ml 3 M 
K-Acetat, 2 M Esigsaure, pH 5,5 - 6,0 Neutralisations- 
puffer zugegeben, die einzelnen Napfe mit einer Kappe 
verschlossen und gemischt. Nach einer Inkubation von 10 
Minute auf Eis wird die Probe 30 Minuten bei 3.000 g 
zentrifugiert , um die Zellbruchstiicke und das prazi- 
piterte SDS zu pelletieren. Der uberstand wir mit einer 
8-Kanal-Multichanel-Pipette vorsichtig abgehoben und in 
die 96er Mikrotiterplatte mit einer DEAE-Silicagelmem- 
brane und Silicagelmembrane pipettiert. Nach der Uber- 
fuhrung aller 9 6 Proben werden die Proben durch Anlegen 
eines Vakuums an eine Filtrierapparatur durch die Mikro- 
titerplatte gesaugt. Die DNA wird dabei an die Anionen- 
austauscher-Schicht adsorbiert, wohingegen unter diesen 
speziellen Bedingungen Proteine, RNA und Metabolite nicht 
adsorbiert werden. 

Die Extraktionssaule wird mit 0 , 8 ml 1 M NaCl, 15% Etha- 
nol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 15% Ethanol , 10 mM 
Na-Acetat pH 7,0, 0,8 ml 1 M NaClO^ gewaschen, um RNA und 
Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaClO. , 15% 
Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 eluiert und dabei direkt 
an die Silicagel-Schicht gebunden. Die Extraktionssaule 
wird mit 0,0 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. An- 
schlie5end wird die von Salz befreite DNA in konzentrier- 
ter Form mit je 50 ^1 1 mM Tris-HCl, 0 , 1 mM EDTA, pH 8,0 
von der Silicagel-Schicht in eine weitere Mikrotiter- 
platte eluiert. 
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Die Herstellung der Zell-Lysate mit Hilfe der Zentrifu- 
gation ist ein langwieriges und aufwendiges Verfahren. 
Die Limitierung ist vor allem dann gegeben, wenn viele 
Proben routinemaiiig prapariert werden mussen. Die Zentri- 
fugation hat den Nachteil, da3 sie sich nicht automati- 
sieren la3t. 

Ein weiterer Gegenstand (und Verfahren) der Erfindung ist. 
eine Vorrichtung und ein Verfahren zur automatischen 
Durchfuhrung des Verfahrens ohne Zentrif ugation in Form 
einer Filtrationseinheit , die der eigentlichen Reinigung 
der Nukleinsaure vorgeschaltet ist, 

Dabei wird die Probe nach bekannter Weise mit Proteina- 
sen, Detergent ien und/ Oder Temperatur oder Alkali 
lysiert. Dieses rohe Lysat wird direkt auf den Filtra- 
tionsaufsatz dekantiert, iiberfuhrt oder pipettiert. Die 
Filterschicht des Filtrationsauf satzes ist so aufgebaut, 
dafi ein Verstopfen der Filter durch die Zelltrummer, aus- 
gefallene Proteine oder Detergentien vermieden wird. Das 
Zell-Lysat wird durch die Filterschicht mit einem Stempel 
oder Uberdruck durchgedriickt oder unter Anlegen eines 
Vakuums durchgesaugt . Dabei werden alle ungelosten Be- 
standteile zuriickgehalten und das klare Lysat tropft 
direkt auf die Adsorptionsschicht. Durch die Wahl der 
geeigneten Adsorptionsbedingungen wird die Nukleinsaure 
an der Adsorptionsschicht adsorbiert. Die Filtrations- 
einheit mit dem Filterkuchen wird von der Adsorptions- 
einheit abgetrennt und/oder verworfen und fur die Analyse 
des Filterkuchens aufgehoben. Die Adsorptionseinheit wird 
mit geeigneten Losungsmitteln oder Puffern nachgevaschen, 
um unerwiinschte Bestandteile zu entfernen und die er- 
wunschte Probe wird zum Schluft mit einem geeigneten 
Elutionsmittel eluiert . 
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Beispielsweise laBt sich nach dem erf indungsgema£en Ver- 
fahren Plasmid DNA ohne eine Klar-Zentrif ugation in einer 
Kiihlzentrifuge praparieren. 96 x 1 ml Kulturen von Plas- 
mid pBluescript in XL1 Blue E.coli Zellen, verden im 2 x 
YT Medium 18 Stunden bei 37 • C in einer Mikrotiterplatte 
mit 1,5 ml Vertiefungen (Fa. Beckmann, Miinchen) kulti- 
viert. Die Zellen werden in einer Mikrotiter.zentrif uge 
fur 10 Minuten bei 2.500 g pelletiert. 

Mit einer 8-Kanal Multichanel-Pipette (Fa. Matrix Tech- 
nologies, Lowell, MA, USA) werden je 0,25 ml 50 mM Tris- 
HC1, 10 mM EDTA, 100 ^g/ml RNAglA in die Mikrotiterver- 
tiefungen pipettiert und die Zellen 5 Minuten auf einem 
Vibrations-Schuttler resuspendiert . Die resuspendierten 
Zellen werden in das Probenreservoir des Filtrationsauf - 
satezs iiberfuhrt und mit 0,25 ml 0,2 M NaOH/1% SDS ver- 
setzt. Die Probe wird 5 Minuten auf einen Vibrations- 
schuttler geschiittet oder mit einem Stopfen oder einer 
Klebefolie verschlossen und gemischt, oder durch mehr- 
maliges Auf- und Abpipettieren gemischt. 

Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur zur Lyse 
wird zur Neutralisation der NaOH und Prazipitation des 
SDS 0,25 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure zugegeben und 
nach einem der oben beschriebenen Verfahren gemischt. 
Dieses rohe Zell-Lysat wird nun statt einer Zentrifu- 
gation auf einer Vakuumkammer bei 10 mbar - 800 mbar 
Vakuum durch die Filtrationsschicht gesaugt. Eine 
asymmetrische oder eine stufenweise Porositat im Bereich 
200 Mm bis 5 /^m aufweisende Filterschicht mit einer Dicke 
von 2-10 mm halt die Zellbruchstiicke und anderen un- 
gelosten bzw. prazipitierten Bestandteile zuruck ohne zu 
verstopfen. Das Plasmid DNA enthaltende, klare Zell-Lysat 
tropft durch die Filterschicht auf die Adsorptionsschicht 
(Anionenaustauscher oder Silicagel) und die DNA wird ad- 
sorbiert, wogegen Proteine, RNA und andere zellulare 
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Metabolite unter den gegebenen Salzbedingungen nicht 
binden. Die Filtration ist nach ca 10 bis 60 Sekunden 
beendet. Der Filterauf satz wird abgenommen und zusammen 
mit dem Filterkuchen verworfen. 

Die gebundene DNA wird mit 1 ml 1 M NaCl , 15% Ethanol , 50 

mM Tris-HCl pH 7,0 und 2 mal mit 1 ml 1,5 M NaClC> 4 , 10 mM 

Na-Acetat, pH 6,5 gewaschen und mit 7 M NaC10 4 , 15% 

Ethanol, 50 mM Tris-HCl, pH 7,0 von Anionenaustauscher 

eluiert und nach Passieren der Trennschicht aus einem 

Nylonnetz oder PP-Vlies unter den hohen Salzkonzentra- 

tionen sofort an die Silicagelschicht gebunden. Dabei 

binden die Proteine und RNA bei 1 M - 2 M NaClO. nicht an 

4 

die Silicagelschicht und wercen ausgewaschen . Die Silica- 
gelschicht wird zum Entfernen der restlichen Spuren an 
Proteinen mit 1 ml 7 M Guanidin HCl, 10 mM Na-Acetat, pH 
7,0 gewaschen. Die Hochsalzlosung an 7 M NaClO^ wird 
zweckmafiigerweise mit 1 ml 70% EtOH, 100 mM NaCl, 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 und 1 ml 90% Ethanol/Wasser oder 1 -l 
90% Aceton/Wasser ausgewaschen, Nach dem Trocknen wir aie 
Plasmid DNA salzfrei und inkonzentrierter Form mit 50. a*1 
1 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,5 eluiert. 

Auf diese Weise lafit sich die Plasmid DNA in kiirzester 
Zeit ohne Zentrifugation, Phenol/Chlorof orm-Extraktion 
und ohne Alkoholf allung mit einer Ausbeute von 50% bis 
80% inkonzentrierter Form isolieren. Bei der Verwendung 
einer beschriebenen Mikrotiterplattenversion lassen sich 
96 Plasmid-Minipreps von 1 - 2 ml E.coli Kulturen mit 
einer Ausbeute von 1 - 10 ^m DNA in ca. 60 Minuten 
praparieren von einer Person. Die bisher bekannten 
Verfahren benotigen dazu 6 bis 12 Stunden. 

Beispiel 6 

Plasmid Miniprep mit einer Vorrichtung nach Figur 7 
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Eine 1,5 ml XL Blue. E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 10.000 g zentrif ugiert , 
um die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet wird in 
0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 tig /ml 
RNAse A resuspendiert . Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M 
NaOH, 1% SDS werden zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig 
gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
Danach wird 0,25 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neu- 
tralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
inkubiert. Das Lysat wird in die Filtrationsvorrichtung 
nach Figur 7 uberfuhrt. Die ganze Vorrichtung wird auf 
eine Vakuum-Kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 2 0 
mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ 
kann die Probe mit einem Kolbenstempel oder uberdruck 
durch die Filtrationsschichten gedruckt werden. Nach der 
Filtration wird die Filtrationsvorrichtung abgenommen und 
der Filterkuchen mit den Zellbrucstucken, den denaturier- 
ten Proteinen und dem ausgef allenen SDS verworfen. 

Die Extraktionssaule wird 2 mal mit 0,8 ml 1 M NaCl , 15% 
Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7 , 0 gewaschen, um RNA und Proteine 
zu entfernen.Die DNA wird mit 1 ml 1,2 5 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM Tris-HCl, pH 8,5 eluiert. Die eluierte DNA 
wird zur Entsalzung und zur Konzentrierung mit Alkohol 
gefallt und das Alkohol-Pellet durch eine Zentrif ugation 
pelletiert . 

Beispiel 7 

Preparation von Plasmid DNA mit einer Vorrichtung nach 
Figur 8 

Eine 1,5 ml XL Blue E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 10.000 g zentrif ugiert , 
um die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet wird in 
0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 fig/ml 
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RNAse A resuspendiert und in die Filtrationsvorrichtung 
uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% 
SDS zur Zellsuspension in die Filtrationsvorrichtung nach 
Figur 8 gegeben, die Vorrichtung mit einem Stopfen oder 
einer Klebefolie verschlossen, vorsichtig gemischt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wird 
0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation 
zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die 
ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum-Kammer aufgesetzt 
und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 mbar durch die Vor- 
richtung gesaugt. Alternativ kann die Probe mit einem 
Kolbenstempel oder uberdruck durch die Filtrations- 
schichten gedr*:ckt werden. Nach der Filtration wird die 
Filtrationsvorrichtung abgenommen und der Filterkuchen 
mi ien Zellbruchscucken, den denaturierten Proteinen und 
dem ausgef allenen SDS verworfen. Die Extraktionssaule 
wird 2 mal mit 0,8 ml 1 M NaCl , 15% Ethanol , 50 mM MOPS , 
pH 7,0 gewaschen, um RNA und Proteine zu entfernen. Die 
DNA wird mit 1 ml 1,25 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM 
Tris-HCl, pH 8,5 eluiert. Die eluierte DNA wird zur 
Entsaltzung und zur Konzentrierung mit Alkohol gefallt 
und das Alkohol-Pellet durch eine Zentrif ugation 
pelletiert . 

Beispiel 8 

Preparation von Plasmid DNA an einer Silicagel-Schicht 
mit einer Vorrichtung nach Figur 10 

Eine 1,5 ml XL Blue E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 10.000 g zentrif ugiert, 
um die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet wird in 
0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 m MEDTA, pH 8,0, 100 fxg/ml 
RNAse A resuspendiert und in die Filtrationsvorrichtung 
nach Figur 10 uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 0,2 5 ml 0,2 
M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension in die Filtrationsvor- 
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richtung gegeben, die Vorrichtung mit einem Stopfen oder 
einerKlebef olie verschlossen, vorsichtig gemischt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelasen. Danach wird 
0,5 ml 5,5 M Guanidin-HCl , 0,25 M K-Acetat, pH 5,5 zur 
Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
inkubiert. Die ganze Vorrichtung nach Abb. 10 wird auf 
eine Vakuum-Kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 2 0 
mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ 
kann die Probe mit einem Kolbenstempf el oder Uberdruck 
durch die Filtrationsschicht abgenommen und der Filter- 
kuchen mit den Zellbruchstucken, den denaturierten Pro- 
teinen und dem ausgef allenen SDS verworfen. Die Ex- 
traktionssaule wird 2 mal mit 1 ml 7 M NaC10 4 , 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 gewaschen und mit 0,8 ml 90% 
Ethanol/Wasser gewaschen und die Ethanolspuren durchge- 
saugt. Zum Schlufl wird die DNA mit 50 /il 10 mM Tris-HCl, 
1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 ml Rohrchen 
auf gef angen. 

Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen 
Reaktion wie zum Beispiel Restriktionsspaltung, Markie- 
rung, Sequenzierung oder Amplif ikation eingesetzt werden. 

Beispiel 9 

Preparation von 8 x Plasmid DNA in einem Mikrotiter- 
streif en 

8 mal 1,5 ml XL Blue E.coli Kulturen mit pUC 18 Plasmid 
DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 10.000 g zentri- 
fugiert, um die Zellen zu pelletieren. Die Zell-Pellets 
werden in 0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 m MEDTA, pH 8,0, 100 
ptg/ml RNAse A resuspendiert und in die vorrichtung nach 
Figur 14 iiberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 0,2 5 ml 0,2 M 
NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension in die Filtrationsvor- 
richtung gegeben, die Vorrichtung mit einem Stopfen oder 
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einer Klebefolie verschlossen, vorsichtig gemischt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wird 
0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation 
zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die 
ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum-Kammer aufgesetzt 
und das Zell-Lysat mit 20mbar - 800 mbar durch die Vor- 
richtung esaugt. Alternativ kann die Probe mit uberdruck 
durch die Filtrationsschichten gedruckt werden. Nach der 
Filtration wird die Filtrationsvorrichtung abgenommen und 
der Filterkuchen mit den Zellbruchstiicken, den dana- 
turierten Proteinen und dem ausgef allenen SDS verworfen. 
Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 0 , 8 ml 1 M NaClO. , 
15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, um RNA und 
Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NAC10, , 15% 
Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaus- 
tauscher-Schicht 10 eluiert und dabei direkt an die 
Silicagel-Schicht 11 gebunden. Die Extraktionssaule wird 
mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 
7,0 und mit 0,6 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. Die in 
der Extraktionsschicht vorhandenen Ethanol -H 2 0-Reste 
werden durch ein Durchsaugen von Raumluft durch ein 
Vakuum fur 1-2 Minuten verf lucntigt . AnschlieBend 
werden die 8 Proben mit je 50 /il 1 mM Tris-HCl, 0,1 mM 
EDTA, pH 8,0 eluiert. 

Beispiel 10 

Preparation von 8 x 1 ml M13 DNA mit einer Vorrichtung 
nach Figur 13 

8 x 1 ml M13 Phagensuspension werden mit 0,5 ml 30% PEG 
6000, 1,5 M NaCl versetzt \:nd 10 Minuten auf Eis inku- 
biert. Die Proben werden auf eine Vorrichtung nach Abb, 
13 uberfiihrt und das Phagenlysat wird auf einer Vakuum- 
kammer direkt durch eine Vorrichtung nach Figur 13 
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gesaugt und filtriert. Das Phagenpellet wird durch das 
Durchsaugen von 7M Guanidin-HCl , pH 7,0 lysiert und die 
DNA gleichzeitig an die Silicagelschicht 11 adsorbiert. 
Die Extraktionssaule wird 2 mal mit 1 ml 7 M Guanidin-HCl , 
10 mM Na-Acetat, pH 7,0 gevaschen,um Proteine zu ent- 
fernen. Die Extraktionssaule wird mit 0,0 ml 70% Ethanol, 
100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 ml 70% 
Ethanol, 100 mM NaCl, 100 mM Na-Acetat pH 7 , 0 und mit 0,3 
ml 90% Ethanol/Wasser gevaschen * und fur 1-2 Minuten 
Luft durchgesaugt . Zum Schlufl wird die DNA mit 50 jil 10 
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 
ml Rohrchen aufgefangen. 

Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen 
Reaktion wie zum Beispiel Restriktionsspaltung, Mar- 
kierung, Sequenzierung oder Amplifiation eingesetzt 
werden. 

Beispiel 11 

Preparation von 8 x 12 Plasmid DNA mit einer Vorrichtung 
nach Figur 14 

9 6 mal 1,5 ml XL Blue E.coli Kulturen mit pUC 18 Plasmid 
DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 2.500 g zentrifu- 
giert, urn die Zellen zu . pelletieren. Die Zell-Pellets 
werden in 0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 m MEDTA, pH 8,0, 100 
Mg/ml RNAse A resuspendiert und in die Vorrichtung mit 
einem Stopfen oder einer Klebefolie verschlossen, vor- 
sichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen 
gelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat 2 M Essigsaure 
zur Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf 
Eis inkubiert. Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum- 
Kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 
mbar durch die Vorrichtung gesaugt, Alternativ kann die 
Probe mit Uberdruck durch die Filtrationsschichten ge- 
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driickt werden. Nach der Filtration wird die Filtrations- 
vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den Zell- 
bruchstucken, den denaturierten Proteinen und dem ausge- 
fallenen SDS verworfen. Die Extraktionssaule wird 0,8 ml 
1 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM MOPS , pH 7,0 und mit 0,8 ml 
1 M NaC10 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 ge- 
waschen, urn RNA und Proteine zu entfernen. Die DNA wird 
mit 7 M NaC10 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 von 
der Anionenaustauscher-Schicht 10 eluiert und dabei direkt 
an die Silicagel-Schicht 11 gebunden. Die Extraktionssaule 
wird mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. 

Die in der Extraktionsschicht vorhandenen Ethanol-H^O- 


Reste werden durch ein Durchsaugen von Raumluft durch ein 
Vakuum fur 1-2 Minuten verf liichtigt . AnschlieSend wer- 
den die 96 Proben mit je 50 m1 1 iaM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA 
pH 8,0 eluiert und ,n ne.^n 1,5 ml Rohrchen aufgefangen. 
Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen 
Reaktion, wie zum Beispiel Restriktionsspaltung, Markie- 
rung, Sequenzierung oder Amplif ikation eingesetzt werden. 

Beispiel 12 

Preparation von Plasmid-DNA ohne Konditionierung 

Eine 3 ml Kultur in LB-Ampicillin-Medium mit pUC 18 trans- 
formierten HB 101 E • coli Zellen wird 10 Minuten bei 
5.000 g zentrifugiert . Das Zellpellet wird in 0,25 ml 50 
ml Tris-HCl, 10 m MEDTA, pH 8,0, 100 i±g/ml RNAse A re- 
suspendiert. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% 
SDS werden zur Zellsuspenison gegeben, vorsichtig ge- 
mischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelass 
Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur 
Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
inkubiert. Das Lysat wird 15 Minuten bei 10.000 g zentri- 
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fugiert und der uberstand vorsichtig abgehoben. Das klare 
Zell-Lysat wird auf eine DEAE-Anionenaustauscher-Extrak- 
tionssaule pipettiert und die Probe durch die Aus- 
tauscherschicht durchgesaugt . Die Extraktionssaule wird 
mit 0,8 ml 1 M NaCl , 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15% 
Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, urn RNA und 
Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 0,7 ml 7 M 
NaClO^ , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 auf eine 
Extraktionssaule mit einer Glasf asermembran gesaugt. Die 
eluierte DNA-Ldsung in 7 M NaC10 4 wird durch die Glas- 
fasermembran gesaugt und dabei direkt an die Silicagel- 
Schicht gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 
70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7 , 0 und mit 
0,8 ml 9 0% Ethanol/ Wasser gewaschen. Spuren an EtOH 
werden eventuell durch ein Durchsaugen von Raumluft ent- 
fernt. Zum SchluB wird die DNA mit 10 m1 10 mM Tris-HCl, 
1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 ml Rohrchen 
aufgefangen. 

Beispiel 13 

Preparation von Plasmid-DNA mit Konditionierung 

Eine 3 ml Kultur in LB-Ampicill in-Medium mit pUC 18 
transf ormierten HB 101 E. coli Zellen wird 10 Minuten bei 
5.000 g zentrifugiert . Das Zellpellet wird in 0,25 ml 
50 ml Tris-HCl, 10 m MEDTA, pH 8,0, 100 Mg/ml RNAse A 
resuspendiert . Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 1,2 M NaOH, 
1% SDS werden zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig 
gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen ge- 
lassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure 
zur Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf 
Eis inkubiert. Das Lysat wird 15 Minuten bei 10.000 g 
zentrifugiert und der uberstand vorsichtig abgehoben. Das 
klare Zell-Lysat wird auf eine DEAE-Anionenaustauscher- 
Extraktionssaule pipettiert und die Probe durch die Aus- 
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tauscherschicht durchgesaugt . Die Extraktionssaule wird 
mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 ge- 
waschen, um RNA und Proteine zu entfernen und mit 0,8 ml 
1 M NaCICK, 15 Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 5,0 konditio- 

4 

niert. Die DNA wird mit 0,7 ml 7 M NaCl0 4 , 15% Ethanol, 
10 mM Na-Acetat, pH 7,0 auf eine Extraktionssaule mit 
einer Glasf asermembran gesaugt. Diese Glasf asermembran 
wurde vorher mit 0,2 ml 7 M NaCl0 4 , 15% Ethanol, 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 konditioniert , um eine bessere Ad- 
sorption der DNA zu erreichen und Verluste in den ersten 
Tropfen zu vermeiden. Die eluierte DNA-L6sung in 7M 
NaC10 4 wird anschlieflend auf einer Vakuumvorrichtung 
durch die Glasf asermembran gesaugt und dabei direkt an 
die Silicagelschicht gebunden. Die Extraktionssaule wird 
mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 
7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/ Wasser gewaschen. Spuren 
an EtOH werden eventuell durch ein Durchsaugen von Raum- 
luft entfernt. Zum SchluB wird die DNA mit 100 jxl 10 mM 
Tris-HCl, 1 mM EDT, pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 ml 
Rorhchen auf gef angen . 

Die Vorkonditionierung kann auch durch eine mit 7 M 
NaCl0 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 getrankte 
und getrocknete Membran erreicht werden. Durch die Vor- 
konditionierung werden die Adsorptionsverluste von 3 0 % 
auf unter 5% reduziert und die Gesamtausbeute der DNA 
erhoht sich von 50 - 60% auf 80 - 90%. 
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Patentanspriiche 


1. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nuklein- 
sauren, insbesondere Plasmid- oder genomischer DNA, 
aus Zellen oder anderen Quellen, wobei 

a) die Nukleinsauren enthaltenden Zellen aufge- 
schlossen und die Zelltrummer entfernt werden 
oder sonstige nukleinsaurehaltige Proben mit 
Anionenaustauschern behandelt werden, und zwar 
in Puf f erlosungen mit geringer Ionenstarke, 

b) danach die Nukleinsauren mit einem Puffer hoher 
Ionenstarke von dem Anionenaustauscher desor- 
biert werden, um danach 

c) im Puffer hoher Ionenstarke oder in Gegenwart 
von niederen Alkoholen, und/oder Polyethylen- 
glykol mit einem mineralischen Tragermaterial 
behandelt zu werden unter Adsorption der Nu- 
kleinsaure an die Oberflache der mineralischen 
Tragerstof f e, woraufhin 

d) eine Desorption der Nukleinsaure mit Wasser 
oder einer Pufferlosung mit geringer Ionen- 
starke erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
da3 die Verf ahrensschritte b) und c) unmittelbar 
auf einanderf olgend durchgefiihrt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei Zentri- 
fugations- oder Filtrationsschritte dem Schritt a) 
vorgeschaltet werden, um nicht geloste Bestandteile 
mechanisch abzutrennen . 
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4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

3, wobei zwischen den Schritten a) und b) ein oder 
i -hrere Waschschritte mit Puf f erlosungen mit gerin- 
ger oder pro Waschschritt steigender Ionenstarke 
erf olgen. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

4, wobei zwischen den Schritten c) und d) ein oder 
mehrere Waschschritte mit einer Pufferldsung hoher 
Ionenstarke erf olgen . 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

5, wobei zwischen den Schritten c) und d) mindestens 
ein Waschschritt mit waBrig/alkoholischer Losung 
erf olgt . 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

6, wobei zwischen den Schritten c) und d) des An- 
spruchs 1 ein Waschschritt mit etwas hoherer Ionen- 
starke entsprechend einer 1,5 molaren Natriumper- 
chlorat-Ldsung und relativ niedrigem pH-Wert, wie 
etwa 5, durchgefiihrt wird. 

8. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

7, wobei ein Anionenaustauscher vorzugsweise mit 
hoher Oberf lachenladung verwendet wird. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

8, wobei die Nukleinsaure aus einer PGR- (Polymerase 
Chain Reaction) , SSSR- (Self-Sustained- Sequence 
Replication) , Ligase-Chain-Reaction stammt. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

9, wobei die Nukleinsaure 10 Nukleotide bis 200.000 
Nukleotide umfafit. 
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11. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

10, wobei die Nukleinsauren aus Bakterien, Zell- 
kulturen, Blut, Gewebe, Urin, Viren Oder anderen 
biologischen Quellen stammt. 

12 . Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

11, wobei markierte Nukleinsauren insbesondere mit 
Biotin markierte Nukleinsauren fluoreszenz markierte 
Nukleinsauren, wie mit Fluorescein-Isothiocyanat 
markierte Oder radioaktiv markierte Nukleinsauren 
eingesetzt werden. 

13 . Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

12, wobei als mineralische Trager Silicagel, Glas, 
Zeolithe, Alumniumoxid , Titandioxid , Zirconoxid, 
Kaolin und/oder Kieselalgen verwendet werden. 

14. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

13, wobei porose oder nicht porose Matrices verwen- 
det werden mit einer Partikelgrofle von 1 /urn bis 250 
Mm, vorzugsweise 10 bis 30 /im. 

15. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

14, wobei eine Silicagelsuspension mit einer Par- 
tikelgrofle von 1 bis 250 nm, vorzugsweise 1 bis 5 fim 
verwendet wird. 

16. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 

15, wobei der Anionenaustauscher eine PartikelgroBe 
von 1 bis 250 /im, vorzugsweise 10 bis 100 ^m, und 
einem Porendurchmesser von 1 bis 2.500 nm, vorzugs- 
weise 100 bis 400 nm, aufweist. 

17. Vorrichtung zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren mit einem Hohlkorper (1) mit einer 
Einlaflof fnung (7) und einer AuslaBof f nung (8) , wobei 
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im Hohl- korper (1) zwischen zwei Fixiereinrichtun- 
gen (5, 6) ein pulverf ormiges erstes Material auf 
Silicagelbasis (10) angeordnet ist, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein zweites Material (11) zwischen dem 
ersten Material (10) und der AuslaBof f nung (8) ange- 
ordnet ist, wobei die ersten und zweiten Materialien 
(10, 11) unterschiedliche Adsorptionscharakteristika 
fur Nukleinsauren aufweisen. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Fixiereinrichtungen (5, 6) porose 
Scheiben aus gesintertem Glas oder Keramik (Fritten) 
oder Membranen aus Kunststof f en, wie Polyethylen, 
Polypropylen, Polytetraf luorethylen oder Nylon, 
sind. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 17 und/oder 18, dadurch 
gekennzeichnet , daB die Materialien (10, 11) direkt 

' aneinandergrenzen, und zwar in getrennten Schichten, 
und gemeinsam von den Fixiereinrichtungen (5, 6) 
gehalten werden. 

20. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 17 
bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Materialien 
(10, 11) durch eine Trenneinrichtung (13) getrennt 
sind. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeich- 
net, dafl die Trenneinrichtung (13) eine porose 
Scheibe, vorzugsweise aus gesintertem Glas (Fritte) , 
oder eine Kunststof fmembran, vorzugsweise aus Nylon, 
ist. 

22. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 17 
bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB das zweite Ma- 
terial (11) in dem einen Kanal bildenden AuslaB- 
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rohrchen (18) , das einen geringeren Querschnitt als 
der Hohlkorper (1) aufweist, zwischen den Fixierein- 
richtungen (5, 15) fixiert ist. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 22, wobei das zweite Ma- 
terial (11) vom ersten Material (10) nur durch eine 
gemeinsame Einrichtung (17) getrennt sind. 

24. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 17 
bis 23, dadurch gekennzeichnet , daB das erste Ma- 
terial (10) aus einem Anionaustauscher auf Silica- 
gelbasis besteht, wahrend das zweite Material (11) 
aus einem Silicaglas besteht. 

25. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 17 
bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB die Materialien 
(10, 11) pulverformig und/oder PreBkorper - sind . 

26. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 17 
bis 24, wobei die Partikel der Materialien (10, 11) 
in einem Tragernetz aus inerten Kunststoffen einge- 
bettet sind. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Tragernetz aus Teflon besteht. 

28. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 2 4 
bis 27, dadurch gekennzeichnet , daB im Hohlkorper 
(1) eine weitere Schicht (12) zwischen dem EinlaB 
(7) und dem ersten Material (10) angeordnet ist, die 
als mechanische Filtereinrichtung wirkt. 

29. Vorrichtung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeich- 
net, daB die dritte Schicht (12) ein asymmetrischer 
Filter ist, wobei die PorengroBen des Filters in 
FlieBrichtung abnimmt. 
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30. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 8 und/oder 29, 
wobei der asymmetrische Filter dus gesintertem Glas 
mit abnehmender Porengrdfle oder ubereinandergeschich- 
teten Kunststof f membranen mit abnehmender PorengroBe 
besteht . 

31. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 
17 bis 30 in einem Verfahren gemaB mindestens einem 
der Anspriiche 1 bis 15 zur Proteinentf ernung einer 
nukleinsaurehaltigen Probe unter Vermeidung einer 
phenolischen, phenolisch/Chlorof orm oder Chloroform- 
extraktion. 

32. Verwendung eines Wasch- oder Adsorptionspuf f ers zur 
Durchfiihr;ung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 
1 bis 16, dadurch gekennzeichnet , dafl die Losung 1 
bis 7 M Natriumperchlorat , 1 bis 7 M Guanidinhydro- 
chlorid, 1 bis 5 M Natriumchlorid, 1 bis 6 M 
Natriumiodid, 1 M Natriumchlorid/2 0% Ethanol oder 
niedere Alkohole wie Methanol, Ethanol, Propanol, 
Isopropanol, Butanol und/oder Polyethylenglykol ent- 
halt . 

33. Verwendung eines Puf f ersystems zur Elution der ad- 
sorbierten Nukleinsauren in einem Verfahren gemaJS 
mindestens einem der Anspriiche 1 bis 16, wobei der 
Puffer Wasser, Tris bei einem pH-Wert von 5 bis 9 
enthalt . 

34. Verwendung der gemaB einem der Verfahren 1 bis 16 
gewonnen Nukleinsauren in einer der folgenden en- 
zymatischen Reaktionen, wie Restriktionsabdauung , 
Sequenzierung, Amplif ikation , Markierung. 

35. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nuklein- 
sauren aus Zellen oder anderen Quellen, wobei 
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a) die Zelltrummer oder sonstige Partikel durch 
eine Filterschicht mit, in FlieBrichtung der 
Probe gesehen, abnehmender Porengrofle entfernt 
werden, 


b) wobei dann das Efluat mit einem Anionenaus- 
tauscher in Puf f erlosungen mit geringer Ionen- 
starke behandelt wird. 

36. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 
Anspruch 35, wobei mindestens eine Filterschicht 
(12, 20, 21 oder 22) im Lumen eines im wesentlichen 
zylindrischen Hohlkorpers (1) vor einer zwischen 
zwei Einrichtungen (5, 6) fixierten Schicht (10) mit 
Anionenaustauschereigenschaf ten, aus der Richtung 
der EinlaiSof fnung (7) her gesehen, angeordnet ist. 

37. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nuklein- 
sauren aus Zellen oder anderen Quellen, wobei 

a) die Zelltrummer oder sonstige Partikel durch 
eien Filterschicht mit, in Flie3richtung der 
Proben gesehenen, abnehmenden Filterporengr6i3en 
entfernt werden, 

wobei 

b) das Effluat danach mit einem mineralischen 
Trager in Puf f erlosungen hoher Ionenstarke be- 
handelt wird. 


36. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 
Anspruch 37, wobei mindestens eine Filterschicht 
(12, 20, 21 oder 22) im Lumen eines im wesentlichen 
zylindrischen Hohlkorpers (1) vor einer zwischen 
zwei Einrichtungen (5, 6) fixierten Schicht (11), 
die Nukleinsauren bei hoher Ionenstarke der ent- 
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sprechenden Losung zu binden vermag, aus der 
Richtung der EinlaBof f nung (7) her gesehen, ange- 
ordnet ist. 


ERSATZBLATT 



ERSATZBLATT 


WO 93/11221 A ^PCT/EP92/02775 

-2/10- 



ERSATZBLATT 


WO 93/11221 £ ^ ^ ^CT/EP92/02775 

-3/10- 



ERSATZBLATT 



ERSAT2BLATT 



ERSATZBLATT 



ERSATZBLATT 



ERSATZBLATT 





INTERNA' 


CH REPORT 


^ interna rion^^mi 


Interna tionarappli cation No. 

PCT/EP92/02775 


A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

Int. CI. 5 : C12N 1/08; C12N 15/10 

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 


B. FIELDS SEARCHED 


Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

5 


Int. CI 


C12N; C07K; C07H, B01J B01D 


Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 


Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category* 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


Y 
Y 


EP, A, 0 376 080 (TALENT SRL) 4 July 1990, 
see the whole document 

EP, A, 0 268 946 (DIAGEN INSTITUT FUR 

M0LEKULARBI0L0GISCHE DIASN0STIK GMBH) 1 June 1988, 
see the whole document 

US, A, 5 075 430 (M.C. LITTLE) 24 December 1991, 
see column 8, lines 13-61 
see column 11, lines 26-37; claims 

W0, A, 9 105 606 (MACHEREY-NAGEL & CO.) 2 May 1991, 
see abstract 

see page 5, paragraph 3 - page 7, paragraph 1; 
claims 

W0, A, 9 107 422 (B0EHRINGER MANNHEIM CORPORATION) 
30 May 1991, see page 6, line 29 - page 10, 
line 36; claims 


1-25,28-37 
1-25,28-37 

1-16,31-34 

1-16,31-34 

1-16,31-37 


| | Further documents are listed in the continuation of Box C. | | See patent family annex. 


* Special categories of cited documents: 

"A** document defining the general state of the art which is not considered 
to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is 
cited to establish the publication date of another citation or other 
special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 
means 

"P" document published prior to the international filing date but later than 
the priority date claimed 


"T" later document published after the international Gli og date or priority 
date and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

"Y** document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 

document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international search 

26 February 1993 (26.02.93) 


Date of mailing of the international search report 

15 March 1993 (15.03.93) 


Name and mailing address of the ISA/ 

European Patent Office 

Facsimile No. 


Authorized officer 


Telephone No. 


Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 


^ international search report 


International application No. 

PCT/EP92/02775 


C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category* 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 
A 


US, A, 4 810 381 (D.F. HAGEN ET AL.) 7 March 1989, 

see column 8, lines 13-61 

see column 11, lines 26-37; claims 

US, A, 4 935 142 (S. STERNBERG) 19 June 1990, 

see the whole document 

EP, A, 0 389 063 (AKZO N.V.) 26 September 1990, 


25-27 


17-30 


Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 


ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT ^ 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. |P 9202775 

SA 67175 

This annex osts the patent family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned international search report. 
The members are as contained in the European Patent Office EDP file on 

The European Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information. 26/02/93 


Patent document 
cited in search report 

Publication 
date 

Patent family 
mcmbcr(s) 

Publication 
date 

EP-A-0376080 

04-07-90 

CA-A- 

2006185 

22-06-90 

EP-A-0268946 

01-06-88 

DE-A- 
JP-A- 
US-A- 

3639949 
63150294 
5057426 

09-06-88 
22-06-88 
15-10-91 

US-A-5075430 

24-12-91 

None 



WO- A-9 105606 

02-05-91 

DE-A- 
EP-A- 

3935098 
0496822 

25-04-91 
05-08-92 

WO-A-9 107422 

30-05-91 

US-A- 
EP-A- 

4997932 
0508985 

05-03-91 
21-10-92 

US-A-4810381 

07-03-89 

DE-A- 

EP-A,? 

JP-A- 

US-A- 

US-A- 

3873899 
0323055 
1209363 
4906378 
4971736 

24-09-92 

05- 07-89 
23-08-89 

06- 03-90 
20-11-90 


US-A-4935142 19-06-90 None 


EP-A-0389063 

26-09-90 

NL-A- 

8900725 

16-10-90 



AU-A- 

5215390 

27-09-90 



CA-A- 

2012777 

23-09-90 



JP-A- 

2289596 

29-11-90 


For more details about this annex : see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 


I N^tN ATI C^j^EI 


R RECHERCHENBERICI 
> "~ " Internationales Akt< 

1. KLASSIFIKATION PES ANMEUDUNGSGEGENSTANDS (bet mehrercn IflagifikatioDSsymbolen rind allc anztigebcn)* 


at efl&en 


/EP 92/02775 


Nach dcr Intemanonaien PatcntklassifikAtion (IPC) oder nach der naoooaien Klassifikxtioo und dcr IPC 

Int.Kl. 5 C12N1/08; C12N15/10 


Recherchlerter Mindestpftfrstoff 7 


Klasrfikatioiissyinbole 

Int.Kl . 

5 

C12N ; C07K ; 
B0 ID 

C07H ; B01J 



Rechercbierte oicot zum Mind tsrp riffraff geborende VerOffentllchiingen, soweit diese 
unter die recberdiierten Sacbgebiete fallen * 


ID. EINSCHLAG1GE VEROFFENTUCHUNGEN * 


Art" 

Kennzeicbnung der VerOffentlfcaung u , soweit errorderltch unter Angabe der maOgebllcben Telle u 


Y 

EP.A.O 376 080 (TALENT SRL) 
4. Ju ,J 1990 

siehe jas ganze Dokument 


1-25, 
28-37 

Y 

EP.A.O 268 946 (DIAGEN INSTITUT FUR 
M0LEKULARBIOLOGISCHE DIAGNOSTIK GMBH) 
1. Juni 1988 

siehe das ganze Dokument 

1-25, 
28-37 

P,Y 

US, A, 5 075 430 (M.C. LITTLE) 
24. Dezember 1991 

siehe Spalte 8, Zeile 13 - Zeile 61 
siehe Spalte 11, Zeile 26 - Zeile 37; 
Anspruche 

1-16, 
31-34 




-/-- 


° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungea 10 : 

*A* Veroffentiiehung, die den allgemdnen Stand der Tecbnik *T* S 5S\J£|^ 

definiert, aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist meidedatum Oder dem > Pnorittttdatttm i vertffeaUicnt worten 
' _^ . 1st und mit dcr Anmeldung mcht kotadiert, sondern nur ram 
"E" Uteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem interna- Verstandnis des der Erfudung zugrunddiegenden Prinzips 

tionalen An melded am m veroffentlicht warden 1st der inr zugrunddiegenden Theorie angegeben ist 
*\f Veroffentiiehung, die geeignet ist t einen Prioritatsanspnid> ^ Veroffentiiehung von besonderer Bcdeutung; die beanspruch- 

zweifethaft erscheinen zu lass en, oder durcn die das VeroT- te £rf m duDg kann nicht ais neu oder auf erfinderischer Titig- 

fentiichungsdamm einer anderen im Recherchenbericnt go- kdt benl ^^ betrachtet werden 

= S^^^^lts^r^ *Y" Vc^.id, r ,v„ n .^»d«, ? B«i«.«unBdi« M 

, Jlt ^ . te Erfindung kann mcht als auf erfinderischer Tatigkeit be- 
-O* Veroffentiiehung, die sich auf eine mundllche Offenbaning. nih«nd betrachtet werden, wenn die Veroffentiiehung mit 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Mann ah in en einer oder menreren anderen Veroffentiichungen dieser Kate- 

beziefat gone in Verbindung gebracht -rird und diese Verbindung fur 
T*" Veroffentiiehung, die vor dem intern a tionalen Anmddeda- einen Fachmann nahdiegend 

rum, aber nach dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffent- *£- Veroffentiiehung, die Mitglied Jerselben Patentfamilie ist 

ticht word en ist 

IV. BESCHECSIGUNG 

Datum des Abschlusses der intern ationaien Recherche 

26 .FEBRUAR 1993 

Absendedatum des international «n Recherchenberichts 

?5 01 S3 

Internationale Recbercbenbeborde 

EUROPAISCHES PATENTAMT 

L'nters chrift des bevollmachtigten Bediensteten 

BEVAN S.R. 


Fora*l*t PCT/lSAy210(BUtt 2} (J* 


- MS) 


• 4 A. At/EP 92/02775 


IQ. EDSSCHLAGIGE VEROFFENTUCHUNGEN (Fortscoung too Bl»rt 2) 

Art" 

KcnAzetchnung der Vertfffentlichung, sowcit erforderiich untcr Angabe der maOgefatidien Tcile 

Betr. Anspruch Nr. 

Y 

WO, A, 9 105 606 (MACHEREY-NAGEL & CO.) 

2. Mai 1991 

siehe Zusammenfassung 

siehe Seite 5, Absatz 3 - Seite 7, Absatz 
1; Anspruche 

1-16, 
31-34 

A 

WO, A, 9 107 422 (BOEHRINGER MANNHEIM 

CORPORATION) 

30. Mai 1991 

siehe Seite 6, Zeile 29 - Seite 10, Zeile 
36; Anspruche 

1-16, 
31-37 

A 

US, A, 4 810 381 (D.F. HAG EN ET AL.) 
7. Marz 1989 

siehe Spalte 8, Zeile 13 - Zeile 61 
siehe Spalte 11, Zeile 26 - Zeile 37; 
Anspruche 

25-27 

A 

US, A, 4 935 142 (S.STERNBERG) 

19. Juni 1990 

siehe das ganze Document 

17-30 

A 

EP.A.O 389 063 (AKZ0 N.V.) 
26. September 1990 



Fon*t*t PCT/ISA/210 (ZmMxboccs) (J«nar 1«5) 


* 9 


ANHANG ZUM INTERN ATIONALEN RECHERCHENBERICHT rn nnnn 
OBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. EP 9202775 

SA 67175 


la dicscm Annan g sind die Mitglieder der Patentfeminen der im obmgtnannten mternationakn Rc Umj ch enbericnt angefuhrten 
Patentdokumente angegeben. 

Die Angaben uber die Faniitienmitglieder entsprechen dem Stud der Datei des Europiiiscfaca Patentamts am 
Diese Angaben dienen our zur Unterriestung und crfolgen oboe Gewahr. 


26/02/93 


Im Recbercaeiibcticat 
angefuhrtes Pa ten tdo Icumea t 

Datum der 
Ver 6 ffcotlichting 

VCtglied(er) der 
Patentfamilie 

Datum der 
Vq Offcudichung 

EP-A-0376080 

04-07-90 

CA-A- 

2006185 

22-06-90 

EP-A-0268946 

01-06-88 

DE-A- 
JP-A- 
US-A- 

3639949 
63150294 
5057426 

09-06-88 
22-06-88 
15-10-91 

US-A-5075430 

24-12-91 

Keine 



WO-A-9 105606 

02-05-91 

DE-A- 
EP-A- 

3935098 
0496822 

25-04-91 
05-08-92 

WO-A-9107422 

30-05-91 

US-A- 
EP-A- 

4997932 
0508985 

05-03-91 
Z1-1U-9Z 

US-A-4810381 

07-03-89 

DE-A- 

EP-A.B 

JP-A- 

US-A- 

US-A- 

3873899 
0323055 
1209363 
4906378 
4971736 

24-09-92 

05- 07-89 
23-08-89 

06- 03-90 
20-11-90 

US-A-4935142 

19-06-90 

Keine 



EP-A-0389063 

26-09-90 

NL-A- 
AU-A- 
CA-A- 
JP-A- 

8900725 
5215390 
2012777 
2289596 

16-10-90 
27-09-90 
23-09-90 
29-11-90 



Fur naherc F ; t» <> "'*~ 1 zu diesem Anfaang : riebe Amtsblatt des Europaiscfaen Patentamts, Nr. 12/82 


